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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Teoreticka ¢ast je vénovana reSersi na téma polozakrslé vysokoplodici variety a elitni
linie soji lustinaté. Je zminéna architektura stonku, doba kveteni a dozravani a piiprava
novych kultivari s6ji. Zabyva se rostlinami a jejich vnimanim svétla, rostlinnymi
fotoreceptory a chovanim rostlin ve stinnych podminkach. Daéle je zamé&fena na funkci
NPH3 proteinu, ktery je potencialné kodovan kandidatnim genem pro polozakrslé

vysokoplodici variety.

Prakticka ¢ast:

Prakticka Cast se tyka analyzy distribuce alel v genu Glyma.13g221200 v celosvétové
populaci 1066 genotypu s6ji. Je vénovana identifikaci a charakterizaci loss-of-function
mutanta homologniho genu NPH3 s6ji u Arabidopsis thaliana. Nejprve je urcen
homologni gen a nasleduje vybér vhodného mutanta. Mutantni semena jsou nejprve
ovéfena a poté jsou podrobena experimentim s modrym svétlem, kdy je sledovéna
délka hypokotylu a fototropickd odpovéd’ v porovnani s divokym typem (Col-0) a

jinymi kontrolnimi mutanty.



1 UVOD

Soéja lustinata je povazovana za jednu z nejvyznamnéjSich hospodaiskych plodin na svété
diky svému vysokému obsahu proteind a oleje (Mathieu et al., 2009). Tato prace je
zaméfena na polozakrslé vysokoplodici variety soji, kterych je pouze 25 z celkovych 21
tisic variet uvedenych v databazi GRIN — The USDA Soybean Germplasm Collection
(Urbana, IL, USA). Variety stémito specifickymi vlastnostmi maji nesmyslnou
(Glyma.19g194300), ktera predcasné ukoncuje jejich rast (Cooper, 1981). Rostliny
nasledkem mutace dosahuji pfiblizné poloviny vysky elitnich variet sdji S ukoncenou
architekturou stonku. Vyhodou téchto variet je niz§i nachylnost k ponic¢eni trody vlivem
Spatnych povétrnostnich podminek, jako je silny vitr, ¢i dést’, které vedou k poléhavosti
rostlin se standardni vySkou (Cooper, 1985). Také vyzaduji mensi plochu pro péstovani,
jelikoz uptednostiiuji mensi rozestupy mezi jednotlivymi rostlinami pro dosazeni vyssiho
vynosu (Li et al., 2018). Jejich vynos muze byt v porovnani s elitnimi liniemi dokonce
vysSi.

Pro odhaleni genetického pozadi byla provedena GWAS (Genome-wide associaton
study) analyza specialné pro tyto variety (SkrabiSova, nepublikovano). Nejsilngjsi signél
byl pozorovan na chromosomu 19 a skute¢né piislusel genu Dt1 (Cooper, 1981). Slabsi,
ale stale vyznamné signaly byly sledovany na chromosomech 13, 16 a 20. Pomoci online
bioinformatickych nastrojti (AccuTool; soykb.org/AccuTool/index.php; Skrabisova et
al., 2022) byl signal na chromozomu 13 pfifazen genu Glyma.139g221200 s vyznamnou
presnosti a bylo zjisténo, ze koduje protein z NPH3 rodiny. Cilem diplomové prace je
zjistit, zda je role tohoto specifického proteinu v polozakrslych vysokoplodicich varietach
dalezitd. Hypotéza je takova, Ze péstovani nahusto, které zpusobuje stinéni miize
vyznamné ovlivnit vnimani modrého svétla a naslednou odezvu u rostlin s deficienci
NPH3.

Existuji tfi hlavni rodiny rostlinnych fotoreceptort lisicich se podle absorbance vinové
délky svétla, které ovliviiuji chovani rostlin. Fytochromy absorbuji svétlo v ervené a
vzdalené Cervené oblasti. Kryptochromy absorbuji UV-A a modré svétlo a jsou vyznamné
v procesu deetiolace a indukce kveteni. Fototropiny také absorbuji modré svétlo,
ovliviuji fototropismus, otevirani a zavirani pruduchti a pohyb chloroplasti (Frankhauser
& Casal, 2004). Fototorpismus je proces, pii kterém dochazi k reorientaci rustu

rostlinnych organti rostlin tak, aby byly idealné vystaveny svétlu a byl tak maximalizovan



jejich potencial. Praveé v procesu fototropické odpovédi na modré svétlo reaguje pfimo na

fototropin 1 NPH3 protein a dale ovliviiuje biosyntézu auxinu (Goyal et al., 2016).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Polozakrslé vysokoplodici variety soji

R. L. Cooper roku 1985 ve své knize s nazvem Plant Breeding Reviews zminil, ze vliv
pestovani polozakrslé ryze a pSenice jiz dokéazal svou dulezitost a také podle néj pravé
tyto plodiny stoji za GispéSnosti Zelené revoluce (Green Revolution). V této knize vénuje
jednu kapitolu Slechténi polozakrslé so6ji, jelikoz je jednim z prvnich, kdo se tomuto
neobvyklému fenotypu ve spojenych statech vénoval a uvadi, ze by bylo vhodné
maximalizovat jeho potencial (Cooper, 1985). Soja (Glycine max) ve vSech svych
podobach je velmi dilezitou agronomickou plodinou, kterd méa vysoky obsah bilkovin a
oleje. Své vyuziti nachdzi mimo jiné hlavné jako krmivo pro hospodaiska zvirata,
potravina a surovina pro lisovani oleje (Mathieu et al., 2009).

Vyska rostlin je ddna komplexni siti gend, které ve vétSin€ piipadl ovliviluji syntézu
fytohormonii a nasledné ptenos jejich signalu. Gibereliny a brassinosteroidy jsou
hlavnimi hormony, které¢ ovliviiuji vysku rostlin. Mutace genl v biosyntetické draze
pravé téchto dvou hormonti ma vzdy za nasledek redukci vysky (Cheng et al., 2016).

Vedle hormonalni regulace vysky rostliny hraji roli také geny zralosti a geny
ovliviiujici architekturu stonku. Jednim z nich je E1, ktery ma vliv na dobu pocatku
kveteni a dozravani. Funkéni gen zpoZzd'uje zacatek kveteni a recesivni alela je
zodpovédna za brzké kveteni (Miranda et al., 2020). Gen Dtl ma vliv na architekturu
stonku rostlin. Recesivni alela pfed¢asn¢ ukoncuje rust apikalniho stonku, coZ ma za
nasledek nizsi vzrist a pocet nodt (Liu et al., 2010). Dr. Cooper zktizil severni vysoky
popinavy typ sdji S genetickym pozadim Dtlel s jiznim nepopinavym typem, ktery nesl
genotyp dtlEl. Také se snazil zakomponovat vlastnost raného kveteni. Nasledné
vyselektoval jedince s recesivnimi alelami dtlel, ktefi byli asi o 30 centimetrd niZsi nez
nejlépe komeréné proddvané odridy. Polozakrslé variety ale neprosperuji nejlépe ve
stejnych podminkach, jako variety elitni. Zjistil, Ze tyto linie dosahuji maximalniho
vynosu, pokud jsou zasety pted 15. kvétnem a jednotlivé rostliny jsou sazeny V bliz§im

uspofadani s mezerami asi 18 cm (www.ilsoyadvisor.com).

V 60. letech minulého stoleti se pfistup k péstovani s6ji za¢al ménit. Bylo pozadovéno,
aby rostlina sice vyrostla do urcité vysky, ale nepiekonala hranici, kdy je nachylna k
poniceni vlivem neptiznivého pocasi. Pravé vySka soji je jednou ze zasadnich bariér

v efektivnim péstovani. Vysoké variety sice maji vétsi mnozstvi vétvi a tim padem také


http://www.ilsoyadvisor.com/

plodi vyssi pocet luskt, ale ¢asto poléhaji vlivem silného vétu a desté, a nezalezi na tom,
ze maji vice semen, kdyz se jejich stonek zlomi a sdja nedozraje. Polozakrslé fenotypy
(Obr. 1) jsou tedy péstiteli soji vyzadované nejen kvuli niz§imu vzrustu, ale také kvuli
vy$§imu vynosu, kdyZ se péstuji v uz§im uspotadani, nez je obvyklé (www.ojc.com).

V neposledni fadé je také dulezité se zamyslet nad tim, zda ma polozakrsla rostlina
stejny pocet vetvi, jako klasicka soja. Logicky se miize zdat, Ze ¢im ma rostlina nizsi
vzrust, tim bude mit také méné vétveni a méné luski. Dong et al. (2020) ale ve svém
vyzkumu uvadéji, Ze pocet uzlin neboli nodu, které nasledné udavaji pocet vétvi, byl na
hlavnim stonku s6ji u polozakrslych variet 16-18 a u vysokych variet 18-20, coz
nepiedstavuje takovy rozdil vzhledem k tomu, ze polozakrsla s6ja dortista asi do 50—75 %
vysky typické dospélé rostliny. Polozakrsl4 s6ja ma totiz zkracend internodia a nebyla tak

nalezena korelace mezi vySkou rostliny a poctem nodt.

Obr. 1 A. Rostlina polozakrslé variety (vpravo) s vyskou dosahujici asi 50% vysky divokého typu
(vlevo). Obé rostliny ale maji vzhledem k rozdilu ve vysce stejny vynos. Pfevzato a upraveno z
pursuit.unimelb.edu.au. B. Polozakrsla vysokoplodici varieta séji lustinaté (Glycine max). Foto:
Maria SkrabiSova.


http://www.ojc.com/

Spielmeyer et al. (2002) ukazali, ze hlavni alelou, ktera podminuje zakrsly vzrust ryze
je sd-1. Tento fenotyp je vyznamné spojen se zakrslymi odridami a nedostatkem
rastovych hormonu giberelind. V piipadé genotypu sd-1 se totiz nachazi mutace v genu
GA20-oxidasy (giberilin20-oxidasa), jeZ se uplatiiuje pii syntéze giberelinti. Nedostatek
giberelint, ktery je zptsoben snizenou aktivitou GA20-oxidasy (EC:1.14.11.-) zptsobuje
zakrsly vzrust a zvySeny vynos ryze (Spielmeyer et al., 2002).

Zakrslé variety pSenice se také vyznacuji vySSim vynosem a niz$i néachylnosti
K poni¢eni vlivem vétru a desté. Tyto rostliny totiz abnormalné reaguji na hormon
giberelin. Mutantni alely se nachazi na lokusech Reduced height-1 (Rht-B1 a Rht-D1).
Tyto geny se podobaji jadernym transkripénim faktorim a uplatiuji se v signalizaci
giberelinu, ktera je u zakrslych odrud narusena (Peng et al., 1999).

Na rozdil od téchto dvou zeméd¢lskych plodin, rostlinny hormon auxin sice ovliviiuje
vysku rostliny, ale vynos s6ji neni pfimo ovlivnén zvySenim transportu ¢i biosyntézy
auxinu (Li & Chen, 2023). Ztoho tedy vyplyva, ze architektura so6ji podminéna

hormonalni regulaci neni pro vynos pfinosna.

2.1.1 Architektura stonku

U s06ji je rozliSovano nékolik znak architektury stonku, kde hlavnim je znak majici vliv
na vysku rostliny v dobé dozravani. Tomuto znaku se fiké terminace apikalniho stonku a
Vv zévislosti na tom, kdy u s6ji dochazi k terminaci ristu nadzemni ¢asti, rozliSujeme dva
zakladni typy stonki: ukonceny a popinavy (Obr. 2) (Ting, 1946). Nékteré publikace také
zminuji rostliny s polopopinavym stonkem, které maji urcéité vlastnosti kazdého
z fenotypt (Liu et al., 2016). Apikalni meristém na vrcholku stonku a vétvi popinavého
fenotypu je aktivni do té doby, nez za¢nou byt produkty fotosyntézy vyuzivany zejména
zrajicimi semeny a zastavi Se tak rozvoj vegetativnich organt. Do té doby jsou vzrostné
vrcholy prodluzovany do vysky a stonek roste i lateralné. Vznika stonek, jehoz tloustka
se zuzuje od zakladny ke Spicce. Na rozdil od toho je aktivita apikdlnich meristému
ukonceného fenotypu zastavena kratce po zahdjeni kveteni a z meristémi se stavaji
reprodukéni kvétenstvi. To obecné vytvaii tlusty stonek, jelikoz u tohoto typu pokracuje

rust do Sifky i po ukonc¢eni rustu délkového (Tian et al., 2010; Ping et al., 2014).



Obr. 2 Rozdil ve fenotypu G. Max s ukonéenym
stonkem (A) a G. Soja s popinavym stonkem
(B). Prevzato z Kofsky et al., 2018.

Za typ stonku jsou u sdji zodpovédné dva geny Dtl a Dt2, které ovliviiuji pfed¢asné
ukonceni ristu apikalniho stonku, coZz ma za nasledek niz$i vzrist a pocet uzlt (Bernard,
1972). Fenotyp popinavého stonku je dan recesivnimi alelami dt2dt2 a dominantnimi
alelami DtlDtl a polopopinavy fenotyp ma ve svém genetickém pozadi pouze
dominantni alely Dt2Dt2, DtlDtl. Tyto dva fenotypy jsou dany jasnou a jedinou
kombinaci alel, kdezto u fenotypu ukonceného stonku to neni tak jednoznacné, jelikoz je
podminén kombinaci Dt2Dt2, dtldtl i dt2dt2, dtldtl. Tato skute¢nost miiZze naznacovat
recesivni epistaticky efekt genu dtl na Dt2/dt2 lokus (Liu et al., 2016).

Fenotyp ukonéeného stonku je u divokého piedka Soji lustinaté (Glycine max) Glycine
soja neexistujici nebo velmi vzacny, tedy typicky je G. soja popinava. Ukonceny stonek

je charakteristicky pro domestikované variety Glycine max (Tian et al., 2010).



2.1.1.1 Ukon¢eny rist apikélniho stonku

7Zda se, 7ze nefunk¢éni dtl spolu sel je hlavni determinantou polozakrslych
vysokoplodicich variet so6ji. Alela Dtl, ktera se vyskytuje u rostlin s fenotypem
popinavého stonku ma Ctyfi exony a kdduje homolog proteinu TFL1 (terminal flower 1)
z Arabidopsis. Kdyz je alela Dt funk¢ni, je podporovan pokracujici rist stonku do vysky
i po nasazeni kvétl, kdezto nefunkéni alela dtl podminuje nahlé ukonceni rastu stonku
po zacatku kveteni. Tian et al. (2010) a Liu et al. (2010) identifikovali ¢tyfi missense
alely: dtl (R62S), dt1 (P113L), dtl1 (R130K) a dtl1 (R166W) (Obr. 3), které jsou
zodpovédné za ukonceny fenotyp architektury stonku sodji, jelikoz maji kauzalni SNP
(single nucleotide polymorphism = jednonukleotidovy polymorfismus) mutaci, kde je

jeden nukleotid vyménén za druhy v oblasti kodujiciho regionu (Langewisch et al., 2014).

Alela Polymorfismus s porovnanim vici Williams 82 Zména proteinu
dt1 (R62S) SNP: C/A (Gm19: 44981190) R62S

dt1 (P113L) SNP: G/A (Gm19: 44980245) P113L

dt1 (R130K) SNP: C/T (Gm19: 44980194) R130K

dt1 (R166W) SNP: T/A (Gm19: 44980087) R166W

Obr. 3 Funkéni Dtl alela podminiuje pokradujici rast stonku i po zahajeni kveteni, kdezto alela dtl je
typicka pro ukonceny fenotyp stonku, kdy je rist zastaven po zahdjeni kveteni. Byly charakterizovany
Ctyfi nesmyslné (missense) alely zodpovédné za ukonceny fenotyp stonku. Pievzato a upraveno z
Langewisch et al. (2014).



V genomu G. Soja nejsou na lokusu Dtl Zadné mutace piitomné. Pii procesu
domestikace bylo eliminovano vice nez 80 % vzacnych alel, coz musi byt vysledkem
zamérného umélého vybéru (Tian et al., 2010). Podle hypotézy se zaala soja
domestikovat v Cing, ale nebylo jasné kde. Hymowitz (1970) uvedl, Ze se tak mohlo stat
v oblasti severo-vychodu Ciny. Nedavna studie, kde byla analyzovana geneticka struktura
a diverzita sbirky ¢inské soji vSak ptinesla poznatek, ze odrudy ziskané z regionu okolo
stiedniho a dolniho toku Zluté feky poskytly vysokou genetickou diverzitu. Je tedy
ziejmé, Ze alely Dtl a dt1 se rapidné §itily, fixovaly a adaptovaly na lokalni regiony. Cina
tedy byla rozdélena na severni region, kde pievladaly variety s Dtl (82 %), stfedni region,
kde byla distribuce alel 50/50 a jizni region s pievladajici alelou dtl (81 %) (Tian et al.,
2010).

Kim et al. (2022) ve své studii provedli analyzu genotypu, kde sledovali shodu mezi
Ctyfmi rdznymi typy dtl alel a pozorovanymi fenotypy. Tyto alely vznikly nezavisle na
sob¢ Vv geograficky izolovanych oblastech (Tian et al., 2010). Jako nejsilnéjsi se v alele
dtl jevila mutace R166W, jelikoz z 528 vstupt G. Max, které byly zadany do analyzy,

byl ukonceny fenotyp stonku pozorovan u 84 % z nich.

2.1.2 Elitni variety S vysokym vynosem

nejvyssi vynos. VétSina Slechtitelskych programii vyviji elitni genotypy, které jsou
adaptovany na normalni rozsah podminek v cilové oblasti. Tyto elitni linie maji podobné
zakladni alely, které zajiStuji pozadované vlastnosti rostlin, jako je rezistence vuci
patogeniim a pfizpisobeni podminkam Vv cilovych regionech, kde jsou péstovany. Jejich
geneticka vybava je slozita a kiizenim téchto elitnich linii vznikaji nové variety
prostiednictvim rekombinace s minimalnim rizikem zavedeni vlastnosti, které jsou
nezadouci (Falk, 2010). Na druhou stranu se objevuji hypotézy, ze se elitni linie stale vice
podobaji, coz ma za nasledek genomové oblasti s fixnimi geny. Fixaci se rozumi zména
v genovém fondu so6ji, kde jedna z alel vymizi, ziistane pouze ta druha a snizuje se tak
diverzita (Li et al., 2014). Aby k tomu nedoslo, je nutné vytvaret nové elitni linie, do
kterych budou zavedeny exotické alely jak z G. Max, tak z G. Soja, které mohou

potencionalné elitni kultivary vylepsit (Viana et al., 2022).



Divoka sdja (G. soja), ktera pochazi z vychodni Asie ma mnoho lusku, vysoky obsah
proteinti a také se skvéle adaptuje ve stresovych podminkach. G. soja byla poprvé
domestikovana v Cing, a pravé z tohoto predka byla vyslechténa dnes hojné pouzivana

Glycine max a vSechny jeji elitni kultivary (Obr. 4) (Wang et al., 2013; Wen et al., 2015).
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Obr. 4 Schéma, které zaznamenava historicky prubéh
domestikace Soji lustinaté (Glycine max). Pievzato a upraveno
z Kim et al. 2010



Mimo G. soja a elitnich kultivari G. max existuje velké mnozstvi riznych odrid soji,
kdy kazda ma své specifické genetické pozadi a fenotyp. Zejména pro rozsifeni diverzity
s0j1 jsou tyto odridy se specifickymi vlastnostmi zaznamenavany pod piislusnymi Pl
(Plant Introduction) Cisly. O toto zaclenovani se stara pracovisté U.S. National Plant
Germplasm System, které spada pod Ministerstvo zeméd¢€lstvi v USA a stara se 0 udrzeni
genetické diverzity vyznamnych hospodaiskych plodin (https://www.ars-grin.gov/npgs).
Pl odridy mohou obsahovat n¢které pozadované vlastnosti, které vSak vétSinou byvaji
v genomu v malé frekvenci a mohou byt provazané s nezadoucimi geny vlivem vazebné
nerovnovahy (linkage disequilibrium) (Smalley, 2004).

Slecht&ni soji se kromé zemi piivodu rozvijelo zejména v Severni Americe a Kanadg,
kde zacalo byt standardem rozliovat sdjové odrudy podle jejich odpovédi na fotoperiodu
a adaptaci na misto péstovani, jelikoz je sdja kratkodenni rostlina. Byly proto vytvoieny
tiidy zralosti (MG = maturity groups, Caldwell & Howell, 1973). Je rozlisSovano 13 MG,
kde do skupiny oznacované jako prvni, MG 000 spadaji odridy s brzkou zralosti, které
jsou adaptované na dlouhé dny a kratka 1éta, tedy na podminky, které se vyskytuji vice
na severu. Na druhé strané Skaly je skupina X prizptisobena kratkym dniim v tropickych
regionech (Poehlman, 1987).

Vétsina elitnich linii péstovanych v USA se fadi do MG 0-V. Vhodna volba MG vsak
zaleZi na zemépisné Sifce, tedy na konkrétni geografické lokalité, kde je pravé soja
péstovana (Langewisch et al., 2017). V Ceské republice, podobné jako v Kanadg, Polsku
a Svycarsku, je péstovana soja MG 000 — Il, jelikoZ se tyto zemé& nachazi v podobné
zemépisné Sifce. Byla studovéana odolnost urcitych odrid vici chladu, kde nejlépe uspély
rostliny tfid zralosti 00 a 0 (Yamaguchi et al., 2018). Song et al. (2019) ve svém ¢lanku
zminuji také MG 0000. Variety, které se fadi do této MG prosperuji i pti podminkéach

velmi dlouhych dnii v severnich oblastech zemépisné $irky.

2.1.2.1 E geny (lokusy)

Jak jiZz bylo zminéno, so6ja je kratkodenni rostlina, kterd je citlivd na fotoperieodu a
kveteni rostlin je indukovano podminkami dlouhého dne (Watanabe et al., 2012). E geny
hlavnich lokust, ve kterych se nachazi geny E1 — E10 a gen J, kde vétSina z nich byla
identifikovana jako orthology znamych gent kveteni Arabidopsis (Cao et al., 2017; Dietz

et al., 2022). Dominantni alely E genti az na vyjimky zpusobuji pozd¢jsi kveteni a
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dozravani. U E6, E9 a J naproti tomu citlivost vii¢i fotoperiod¢ kleséa s ptibyvajicim
poctem recesivnich alel (Miladinovi¢ et al., 2018).

Hlavnim genem, ktery ovliviiuje kveteni a dozravani sgji je E1, ktery je transkripénim
faktorem a potlacuje expresi klicovych hormont, jez jsou nutné pro zahijeni kveteni.
Dominantni funkéni alela E1 mtze zpozdit kveteni o 18 dni a dozravani az o 23 dni ve
srovnani s ¢aste¢né funk¢ni alelou el-as, ktera je nejcastéjsi. Nefunkeni alely el-fs a el-

vvvvvv

(Dietz et al., 2021).

2.1.3 Hledani kandidatnich genti pro Polozakrslé vysokoplodici variety soji
Z celkovych 21 tisic variet s6ji, které jsou uvedeny v genobance GRIN, existuje pouze
25 variet (MG II az IV) s polozakrslym vysokoplodicim fenotypem (Obr. 5), ktery se
projevuje pii péstovani v blizkém uspotadani. Tyto variety maji nesmyslnou (missesnse)
mutaci R166W v genu Dtl, ktery, jak jiz bylo zminéno vyse, zodpovida za architekturu
stonku a pravé tato mutace pred¢asné ukoncuje jeho rust (Liu et al., 2010). Vzhledem
k vysokému potencialu téchto variet pro budouci kfiZzeni je snahou identifikovat dalsi

geny, které vedle Dt1, E1 a FT2b zpisobuji tento fenotyp.
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Obr. 5 Nékteré z polozakrslych vysokoplodicich variet s6ji lustinaté. Na obrazku mizeme vidét také referencni varietu Williams 82 a kontrolni
varietu Young, ktera ma mutantni alelu dt1. Pfilozeny metr ukazuje vysku rostlin v cm. Foto: Kristin Bilyeu.
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Aby byly odhaleny dodate¢né geny podmifujici vyznamny fenotyp téchto 25
polozakrslych variet, byla provedena analyza asociace genotypu na fenotyp metodou
GWAS (Obr. 6). Do této analyzy bylo jako mutantni genotyp zahrnuto téchto 25
polozakrslych variet MG I, Il a IV sukoncenym fenotypem stonku. Divoky typ
zastupovalo 2315 genotypt S popinavym fenotypem stonku MG |1l a IV (homogenni
pozadi zajistila mutantni alela el-as (Dietz et al., 2021)). Pro genotypizaci byl pouzit
SoySNP50K Illumina bead chip (Song et al., 2015). Nejsilngjsi signal byl logicky
pozorovan na chromosomu 19, ktery nalezi genu Dtl — jde o alelu R166W, ktera je
v kombinaci s E1 zodpovédna za polozakrsly vysokoplodici fenotyp. Byly sledovany i
dalsi signaly na chromosomech 13, 16 a 20 s niz$i mirou statistické vyznamnosti. Signal
na chromosomu 16 byl pfifazen genu FT2b, ktery propaguje kveteni za podminek
dlouhého dne (Li et al., 2020). S pomoci bioinformatického nastroje AccuTool
(Skrabisova et al., 2022; soykb.org/AccuTool/index.php) byly asociované oblasti
podrobeny analyze ptesnosti (Accuracy concept, Skrabisova et al., 2022). Na zakladé
vysledki analyzy piesnosti (nejsou soucasti této prace), byl v asociované oblasti na
chromosomu 13 identifikovan jako kandidatni gen Glyma.13g221200 s anotovanou
funkci proteinu, ktery se fadi do NPH3 rodiny s potencialni roli pii procesu fototropické
odezvy rostlin (Wu et al., 2017; Bu et al., 2021).

~logso(p)

T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Chromosom

Obr. 6. Manhattan plot jako vystup GWAS analyzy se smiSenym linearnim modelem (Mixed Linear
Model, MLM). Je vyobrazena zavislost -logioP hodnoty na pozici SoySNP50 Illumina bead chip
markeru u datasetu, kde je divoky typ je reprezentovan 2315 vstupy z MG III a TV a mutantni genotyp
zastupuje 25 vstupd polozakrslych variet MG 11, III a IV. Vysledek zobrazuje asociované oblasti na
vech dvaceti chromosomech s6ji (Skrabisova, nepublikovano).
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2.1.4 Studium ptedpovézenych funkci proteint

S rozvojem metod sekvenovani genomii je tieba anotovat stale vice sekvenci, které zatim
nebyly analyzovany. Jednou z dilezitych roli bioinformatiky je predikce, ktera se provadi
pomoci vypocetnich metod pro nalezeni gent kodujicich proteiny (Wang et al., 2004).

KdyZ je novy gen anotovan, je dale nutné ovéfit spravnost anotace a nasledn¢ i funkci
proteinu, ktery koduje. Jednim ze zptisobu, jak 1ze ovértit predpokladanou funkcei urcitého
proteinu, je umlceni exprese jeho genu, tzv. gene silencing. Je mnoho zptisobt, kterymi
1ze umlceni dosdhnout, ale prave u s6ji jsou vSechny tyto zptisoby limitované efektivitou
transformace so6ji pomoci Agrobacteria (Trick & Finer, 1998). Ruzné druhy
Agarobacteria maji schopnost ptenést ¢ast DNA z plasmidu do genomu hostitelské
buiiky. Usek pienasené genetické informace je T-DNA (transferova DNA), ktera narusuje
¢teci rdmec genu a tim zptsobuje jeho umlceni (Amilia Pratiwi a Surya., 2020). Pro
analyzu funkce genu je nejcastéji pouzivano posttranskripéni umlceni genti. DalSimi
béZné vyuzivanymi metodami je umléeni gend pomoci RNAi (RNA interference),
umléeni vyvolané viry (VIGS) (Pandey et al., 2015) nebo vyuziti systému CRISPR/Cas
(El-Sappah et al., 2021).

Umlceni genti mize byt také indukovano chemickou mutagenezi, napiiklad ethyl
methansulfonatem (EMS) (Jankowitz-Cieslak & Till, 2016). Jedna se o velmi efektivni a
ucinnou metodu zavedeni mutaci do genomu rostliny. EMS je alkyla¢ni ¢inidlo, které
pusobi na DNA pfi procesu replikace a posSkozuje genetickou informaci (Kodym & Afza,
2003). Ve vétsingé pripadtt dochazi k vytvofeni jednonukleotidovych polymorfismu
(SNP), kdy dochazi je zméné¢ C > G a T - A (Kim et al., 2006). Mezi nechemickou
mutagenezi mizeme zafadit indukci deleci pomoci neutrond (fast neutron mutagenesis).
Pfi této metode jsou semena ostielovana proudem neutrond, coZ vytvaii delece v genech.
Po dozrani generace M1 je zasazena generace M2. Semena jsou propagovana do dalsi
generace, jejiz materidl je nasledné vyuzit pro ovéfeni pfitomnosti vnaSenych mutaci a
ptipadné selekci individualnich mutantnich genotypa (Li & Zhang, 2002).

Jak jiz bylo zminéno, jednim ze zptsobu studia této interakce, je inseréni mutageneze,
ktera je jednou z metod reverzni genetiky. Ukazalo se, ze tato metoda je cennym
nastrojem reverzni genetiky. Integrace T-DNA (transferové DNA) do rostlinného
genomu vede ke stabilnim mutacim, které naruSuji funkci studovaného genu vedouci
k vyfazeni proteinu kddovaného nefunkénim genem z funkce, ¢imz je sledovana zména

ve fenotypu. Popularni strategii, jak urcit pozici T-DNA inserce je generovani tzv.
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flanking sequences (pfilehlych sekvenci), coz jsou krat$i nukleotidové sekvence lemujici
insert v ur¢itém genu. Pro vytvofeni téchto sekvenci jsou pouzivané metody na principu
PCR, kdy jsou sekvence lemujici T-DNA amplifikovany a sekvencovany, a insert je takto
mapovan v genomu (Kleinboelting et al., 2012). Misto vloZeni T-DNA inserce vSak
nemusi byt Gplné ptesné, coz se déje zejména v diisledku piekryvajiciho se sekvenaéniho
¢teni nukleotidi. Skutecné misto vlozeni insertu se tedy muze lisit o 0-300 bp

(http://signal.salk.edu/).
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2.2 Rostliny a jejich vnimani svétla

Svétlo, tedy elektromagnetické spektrum viditelného svétla, je pro rostliny jednim
svétlo mizeme piirovnat ke zpusobilosti zivocichti vidét (Smith, 2000). Zmény svétla
mohou byt rozhodujici pro jejich konkurenci a pieziti. Svételné podminky se v pfirodé
neustdle méni a rostlina zkratka nema tu moznost se jednoduse piesunout na jiné
stanovisté. Béhem evoluce se proto vyvinuly mechanismy, které rostlinam dovoluji se
veskerym podminkdm prizptisobit. Rostlinnd bunka je vybavena sofistikovanym
systémem, ktery je schopen vnimat svétlo a ptizplisobit metabolismus organismu danym
podminkam (Karpinski et al., 2003).

Potfebné fotony, které ziskavaji rostliny ze slunecnich paprskll jsou samoziejmé
dilezité pro fixaci oxidu uhli¢itého a tvorbu glukosy a energie pfi procesu fotosyntézy.
Organismus je vsak schopen spotiebovat jen ur¢ité mnozstvi svételné energie. Piebytecné
mnozstvi energie se da vyjadfit jako piebytecna excitaéni energic (excess excitation
energy = EEE) a kdyZ jeji mnoho, muze dochazet ke vzniku reaktivnich forem kysliku.
Svétlo vsak neni pro rostliny dulezité jen z tohoto diivodu.

Rostliny optimalizuji svij rist a vyvoj béhem celého Zivotniho cyklu tim, ze vnimaji
kvalitu, kvantitu, periodicitu a smér svétla (Frankhauser & Casal, 2004). Jeho ptsobeni
je dilezité zejména pii zméné rlstu rostliny ze stadia, kdy je pod zemi a svétlo neni
vnimano a nad zemi, kdy se ze semene stava sazenice. Rostlina takto prizpisobuje svij
rust podminkam v okoli (Batschauer, 1998). Je dulezité zminit, ze rostliny modifikuji sviyj
rust také podle toho, zda jsou obklopeny jinou vegetaci. Ostatni rostlinné organismy
Vv jejich blizkosti jsou pro né konkurenci jak z hlediska vyuZivani zdrojii z pudy, tak
pfipadného stinéni. Kdyz je vegetace péstovana v hustém uspofddani, coZ znamena, ze
jsou rostliny blizko u sebe, svételné podminky jsou identifikovany tim, Ze je zmenSen
pomeér ¢erveného/vzdaleného cerveného svétla (R/FR ratio = R/FR pomér), kdy je svétlo
absorbovano pravé prilehlou vegetaci. Rostlina takto vnima stin a pfizpsobuje se

podminkam.
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2.3 Fotoreceptory

Okolni svétlo je monitorovano pomoci fotoreceptort, coz jsou svétlo vnimajici proteiny,
které dohromady vytvaii sofistikovany systém. Jednotlivé fotoreceptory jsou specifické
tim, kterou ¢ast viditelného spektra absorbuji (Gyula et al., 2003).

Existuje pét hlavnich rodin fotoreceptor (Obr. 7) vnimajicich svétlo o rizné vinové
délce. Fytochromy absorbuji ¢ervené a vzdalené Cervené svétlo, kryptochromy vnimaji
svétlo v modré a UV-A oblasti a fototropiny také absorbuji svétlo v modré oblasti. Co se
tyCe paprski, které jsou pro lidské oko neviditelné, UVRS receptory vnimaji zejména
UV-B (Paik & Hug, 2019). Posledni je ZTL (ZEITLUPE) fotoreceptorova rodina, neboli
rodina F-box proteint. Tyto receptory obsahuji LOV (light oxygen voltage) doménu.
Jsou schopné vnimat svétlo modrého spektra a ovliviiuji chod cirkadidnnich hodin rostlin
(Demarsy & Frankhauser, 2009).

A/nm 300 400 500 600 700 800 900
I I I I I I I

UVR8 Kryptochromy

Fytochromy

Fototropiny
F-box proteiny

Obr. 7 Pét rodin rostlinnych fotoreceptort a jejich piifazeni ke svételnému spektru podle toho,
jako vlnovou délku jsou schopné absorbovat. Pfevzato a upraveno z Kutschera & Briggs, 2013.
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Fotoreceptory celkoveé vykazuji aktivitu v Sirokém svételném spektru tak, ze kazdy
absorbuje urcitou vlnovou délku. Odpoveéd’ rostliny vSak neni dana tim, ze by kazdy
receptor pracoval samostatné, ale jednd se o velmi komplexni systém, kdy spolu
jednotlivé fotoreceptory spolupracuji a aktivuji kaskadu na molekularni arovni, ktera

vyvolava reakci (Paik & Hug, 2019).

2.3.1 Fototropiny

Rodina fototropinti obsahuje dva proteiny fototropin 1 (photl) a fototropin 2 (phot2),
které absorbuji svétlo v modré oblasti (390 — 500 nm). Z molekularniho hlediska se jedna
0 kinasy, kter¢ jsou prave aktivované svétlem této vinové délky.

Molekula fotoropinu obsahuje dva flavinmononukleotidy (FMN) jako chromofory na
LOV doménach, které se nachazi na N-konci proteinu. Photl a phot2 obsahuji C-
termindlni serin/threonin kindzovou aktivitu a mohou piimo fosforylovat mnoho
substratli i samy sebe. Diky své unikatni struktufe je umoznéna fotochemicka reakce, kdy
dojde po absorpci modrého svétla (BL = blue light) ke zméné konformace proteinu, coz
zpusobi autofosforylaci fotoreceptorového proteinu a je zahajena signalizace (Obr. 8)
(Briggs a Christie, 2002). Photl interaguje s NPH3 (non-phototrophic hypocotyl) a PKS4
(phytochrome kinase substrate 4) proteinem, coz dale ovliviiuje downstream signalizaci

(Paik a Huqg, 2019).
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Obr. 8 Proteinové struktury fotoreceptorti photl a phot2. Schéma ukazuje LOV (light oxygen
voltage) a kinasové domény, které jsou nezbytné pro fosforylaci proteinii na serinu a threoninu.
Ptevzato a upraveno z Briggs & Christie, 2002.
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Odpoved rostlin je zprostiedkovana ptisobenim photl nebo phot2 nebo také kooperaci
obou receptorii. Jednou z viditelnych odpovédi aktivity fototropint je naptiklad rast
nadzemni c¢asti mladych semenackta smérem ke svétlu a rist kofene opacnym smérem,
tedy od zdroje svétla. Jak jiz ndzev téchto receptori napovida, ovliviuji hlavné
fototropismus zpusobeny vlivem modrého svétla, kdy pii nizké intenzit¢ dochazi
k ohybani rostliny smérem ke svétlu s vyssi intenzitou. Také se podileji na migraci
chloroplastii v bunice. Chloroplasty jsou pfi stinnych podminkach, kdy je detekovéana
slaba intenzita modrého svétla, orientovany tak, aby byly minimaln¢ ve stinu a dochézi k
jejich akumulaci v organech, které jsou na pfimém svétle, aby bylo dosaZzeno maximalni
aktivity fotosyntézy. Pfi pfiliSné intenzité¢ svétla jsou chloroplasty orientovany do
zastinénych casti rostliny, aby nedoslo k jejich poniceni (Sakamoto & Briggs, 2002;
Takemiya et al., 2005). Fototropiny také tidi otevirani a zavirani stomat, coz umoziiuje
vstup CO- a vypafovani vody vlivem transpira¢niho proudu (Inoue et al., 2010).

Je nutné se ale také zaméfit na samostatnou odpoveéd photl a phot2, jelikoz jak jiz
bylo zminéno, i kdyz spolupracuji, kazdy z nich funguje trochu jinak. Hlavnim rozdilem
je, Zze phot2 reaguje zejména na BL o vysoké intenzité, kdezto photl zprosttedkovava
fototropickou odezvu pii nizkych intenzitach BL. Photl také inhibuje rust stonku pfi
vysokych intenzitach svétla a uplatituje se pii procesu piijmu vapniku zprostredkovaném
modrym svétlem. Miize mit i mensi roli pfi depolarizaci membrany indukované opét

modrym svétlem (Briggs & Christie, 2002).

2.3.2 Kryptochromy

Kryptochromy jsou podobné jako fototropiny svételné receptory absorbujici zateni
vV modré a UV-A oblasti. Jedna se vSak o naprosto odliSnou rodinu tfi proteinii — cryl,
cry2 a cry3. Tyto fotoreceptory spolupracuji s fytochromy (receptory ¢erveného svétla)
pii regulaci elongace bunék a kveteni rostlin. Zaroven také spolupracuji s fototropiny na
otevirani a zavirani praduchi (Li & Yang, 2007).

Hlavni role kryptochromt se uplatiiuje pii deetiolizaci semendcki, coz je proces, pii
kterém dochdzi k rapidnimu narustu hypokotylu, rozvoji d€loznich listkli, zvySené
pigmentaci a organizaci fotosyntetického aparatu. K tomuto procesu dochazi pii kliceni
rostlin, kdy se zarodek hypokotylu dostava z pudy na svétlo (Frankhauser & Casal, 2004).

Kryptochromy byly nejprve charakterizovany u A. thaliana, kde byla sledovana
odpovéd’ na modré a UV-A svétlo. Li & Yang (2007) sledovali mutanta Arabidopsis,
ktery m¢l T-DNA inserci v oblasti genu long hypocotyl 4 (HY4), ktery byl pozdéji
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prejmenovan na cryl. Zanedlouho po tomto objevu byly kryptochromy popsany nejen
v dal$ich rostlinach, ale také u hmyzu a savci, kde ptsobi jako fotoreceptory, regulatory
transkripce, nebo také jako soucast systému, ktery se podili na cirkadidlnim rytmu
organismil.

Sekvence HY4/CRY1 je vysoce homologni k sekvencim kodujicim fotolyasy, coz jsou
enzymy, které reaguji na pritomnost svétla a opravuji poSkozenou DNA, konkrétné 6-4
pyrimidin-pyrimidon dimer vznikajici ptisobenim svétla UV oblasti. CRY1 obsahuje ve
své struktuie FAD (flavin adenin dinukleotid), ktery je primarnim chromoforem fotolyas
a kryptochromt, ale postrddda DNA-opravnou funkci charakterististickou praveé pro
fotolyasy (Wang & Lin, 2020).

Ve vyssich rostlinach funguje mechanismus kryptochromui tak, ze dochazi k regulaci
na trovni genové exprese. Cryl a cry2 uplatiuji svou funkci zejména v jadte buitkky. CRY
apoprotein je slozen ze dvou domén, kdy prvni doménou je N-terminalni region (PHR),
ktery je homologni s fotolydsami. Jako druha se ve struktufe vyskytuje C-terminalni
prodlouzena doména, ktera ma ruzné délky a sekvence (CCE). PRH vaze nekovalentni
vazbou chromofor FAD a v uréitych ptipadech muze také vazat chromofor MTHF (5,10-
methylhydrofolat) (Liu et al., 2011).

Fotoaktivace rostlinnych kryptochromtl za¢iné excitaci svétlem nebo absorpci fotonu
a redukci FAD. Vysledkem je konformacni zména, kterou je odpojeni PHR a CCE
domény a formace kryptochromovych homooligomert. Ty nasledné interaguji s proteiny,

které jsou schopné ménit expresi gend a vyvoj rostlin (Obr. 9) (Wang & Lin, 2020).

o0

Inaktivni CRY Fosforylovany CRY CRY komplex
oligomer oligomer

Zména
N — genové

exprese

Obr. 9 Transdukce signalu kryptochromu.. U fotoexcitovaného kryptochromu dochazi ke zméné
konformace, aby inicioval pfenos signalu na signalni proteiny. Podle tohoto modelu dochazi
k homodimerizaci cry prostfednictvim PHR domén a interakci s partnerskymi proteiny. Pfevzato
a upraveno z Liu et al., 2011.
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Cry3 neni moc dobfe prozkouman a od cryl a cry2 se li§i. Pravdépodobné je
uplatiiovan v chloroplastech a mitochondriich a ma odlisnou funkci (Liu et al., 2011).

Ackoli kryptochromy zprostiedkovavaji rizné fotoreakce, inhibice prodluzovani
hypokotylu je nejrozsifencjSim vystupem pro studium téchto fotoreceptorti. Mohou
nezévisle regulovat fotomorfogenezii v nepfitomnosti fytochromt, ale tyto reakce jsou
casto redundantné, koordinovan¢ nebo antagonisticky regulovany spolecné dalSimi
fotoreceptory nebo jinymi proteiny (Wang & Lin, 2020). Jak uz tedy bylo zminéno,
jednotlivé fotoreceptory mohou pracovat samostatné, ale casto se jedna o velmi
komplexni proces, coz bylo potvrzeno v experimentalni ¢asti této prace, kde byla

z funkce vzdy vytazena pravé jedna nebo druha rodina fotoreceptort.

2.3.3 Fytochromy

Co se tyce fytochromt, jedna se o posledni ze tii zakladnich skupin fotoreceptori, do
které mizeme zatadit n€kolik znamych proteint, kterymi jsou fytochromy A — E (phyA-
E). Je to rodina fotoreceptoru, které absorbuji ¢ervené (R = red) a vzdalené Cervené svétlo
(FR = far red) a maji esencidlni roli pfi riznych morfogenetickych a fyziologickych
odpovédich rostlin (Li et al., 2015). Frankhauser & Casal (2004) ale uvadi, ze tyto
receptory absorbuji svétlo napfic¢ celym spektrem viditelného svétla a Caste€né se
uplatniuji 1 pfi vnimani modrého svétla.

Funkce jednotlivych fytochromi byla stanovena zkoumanim loss-of-function mutantt
Arabidopsis, tedy takovych jedinct, u kterych je pravé dany receptor vytazen z funkce.
Vysledkem téchto experimentd byl poznatek, ze nejveétsi vyznam maji phyA a PhyB, dale
phyD — phyE a do jisté miry i phyC, které¢ maji spiSe redundantni efekt (Frankhauser &
Casal, 2004).

Molekula phy je dimer chromoproteinovych podjednotek, které se skladaji
z polypeptidu s kovalentné navazanym bilinovym chromoforem (Quail, 2010).
Fytochromy mohou existovat ve dvou formach. Prvnim typem je R-absorbujici forma,
tedy ta, kterd pfijima Cervené svétlo a oznacuje se Pr. Vzdalené cervené svétlo je

pfijimano FR-absorbujici formou, ktera se oznacuje Pfr (Casal et al., 1998).
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signalu do jadra transkripce exprese
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Obr. 10 Fyziologicka fotorecepce rostlina pfenos signalu pii regulaci fotomorfogeneze semenacki.
Phy molekuly mohou reverzibilné piechazet z konformeru Pr na konformer Prf vlivem absorpce
fotonti ¢erveného (R) ¢i vzdaleného cerveného (FR) svétla. Po tvorbe Prf dochézi k rychlé
translokaci do jadra, kde dochazi k interakci s PIF faktory, jako napt. PIF3, které iniciuji zmény
Vv genové expresi a vlivem tohoto mechanismu dochazi k pfechodu ze skotomorfogeneze na
fotomorfogenezi, dochazi tedy k deetiolaci. Pfevzato a upraveno z Quail, 2010.

Fytochrom ma moZnost zménit konformaci zjedné formy na druhou v tadu
milisekund. Pr je biologicky neaktivni a nevyvolava dal$i odpovéd’. V této formé je
molekula také syntetizovana. Po excitaci svétlem se phy nachazi v Pfr konformaci, dojde
k translokaci do jadra, kde aktivovana molekula interaguje sPIFs (Phytochrome-
interacting transcription factors = transkripéni faktory interagujici s fytochromy),
napiiklad PIF3, ktery vyvola zménu v genové expresi (Obr. 10). Tento proces je zejména
dilezity pro kli¢ici semena, kterd maji prvni kontakt se svétlem. Zména genové exprese
je kumulovana pti zméné z procesu ze skotomorfogeneze na fotomorfogenezi, tedy kdy

hypokotyl semenacku roste a rozviji své vegetativni organy (Quail, 2010).
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2.4 Rostliny a jejich vnimani stinu

Rostliny ziskéavaji svou energii ze svétla, a proto je diillezité umisténi list tak, aby mohly
pfijimat co nejvice fotonii. Casto viak &eli podminkam, kdy nemaji dostatek svétla vlivem
sinu, ktery je zptisoben okolni vegetaci. V tomto pfipadé ma organismus dvé moznosti.
Bud’ se stinnym podminkam pfizpusobi, maximalizuje vyuziti svétla v ur€itych ¢astech i
za stinnych podminek a snizi pomér chlorofylu a a b. Druhou moznosti je se stinu
vyhnout, aby bylo mozné co nejvice svétla ptijimat (Vandenbussche et al., 2005).

Je jiz del§i domu zndmo, ze rostlina rozpozna stin tak, ze se zmensi pomér R/FR svétla.
Kdyz se organismus nachézi ve stinu, vnima dostatek FR, ale ma nedostatek ¢erveného
svétla (Obr. 11). Na ptimém svitu absorbuje rostlina dostatek FR i R svétla (Franklin &
Whitelam, 2005).

zareni fotonli mezi 655 a 665 nm

R:FR ér =
POMET = ateni fotonti mezi 725 a 735 nm

Pokud by rostlina vnimala stin pouze snizenim R/FR poméru, hlavni roli v regulaci
rostlinného ristu by mély fytochromy. Pozdéji ale bylo zjisténo, Ze je vnimano také
snizeni absorbance modrého svétla a v tomto procesu jsou zapojeny také kryptochromy

(Keuskamp et al., 2012).
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Obr. 11 Distribuce spektralnich fotond denniho svétla (modra kiivka) a svétla, které
bylo reflektovano od listt Kiidlatky japonské (Fallopia japonica, zelena kiivka).
Muzeme sledovat pokles obou kiivek v oblasti vzdaleného Cerveného svétla, coz
znamena, ze rostlinné bunky pfijimaji dostatek svétla této vinové délky i ve stinnych
podminkach. Pfevzato a upraveno z Franklin & Whitelam, 2005.
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Syndrom vyhybani se stinu (SAS = shade avoidance syndrom) je proces, kterym
rostlina dopovid4 na stinné podminky. SAS je charakterizovan elongaci hypokotylu,
zmens$enou expanzi listd a snizenym vétvenim (Sorin et al., 2009). Dalsi viditelnou
odpovédi byva také orientace listlh nahoru neboli hyponastie, kdy dojde ke zvySeni uhlu
mezi povrchem a listy. Dlouhodobé vystaveni stinu indukuje pred¢asné kveteni a tvorbu
semen. Toto chovani je povazovano za tzv. mechanismus tniku, kdy je celkové zkracena
doba ristu jedné generace za uc¢elem vznikt generace druhé (Vandenbussche et al., 2005).

Jak jiz bylo zminéno, stin je zejména vniman poklesem R/FR poméru. Je tedy jasné,
ze v biologické odpovédi rostlin na stin budou dominovat fytochromy, tedy fotoreceptory
absorbujici zafeni v oblasti cerveného a vzdaleného cerveného svétla. Franklin & Quail
(2010) uvadi, ze prevladajicim fytochromem fidicim SAS je phyB. Pii pouziti phyB
knock-down mutanta je vSak néjaka odpovéd’ stale viditelna, a proto se predpoklada
redundantni funkce phyD a phyE. Vysoky pomér R/FR, tedy nestinné podminky, aktivuji
phyB do stavu Pfr. Dochazi k translokaci do jadra, kde se protein vaze na PIFs pies
aktivni fytochromovou vazebnou doménu (APB), coz zptsobi zmény PIF faktori, jako
fosforylaci, ubiquitinaci a degradaci. K odpovédi tedy nedochazi, jelikoz rostlina ve stinu
neni a nema tedy pro¢ na né¢j reagovat. Nizky pomér R/FR zptsobuje konverzi Pfr na Pr,
dojde kuvilnéni PIFs, které jsou akumulovany a zplsobi prodluzovani hypokotylu
(Fraser et al., 2016).

Bylo by také vhodné zminit, jaky ma v tomto procesu roli PhyA. Tento fotoreceptor
je na svétle labilni, aproto jeho funkce neni pfiliS uplatnéna u dospélych plné
deetiolovanych rostlin (Franklin & Quail, 2010). V mladych semenaccich vsak
antagonizuje prodluZovani hypokotylu vlivem nizkého poméru R/FR. Je tedy negativnim
regulatorem skotomorfogeneze, kdezto na druhou stranu je PhyB pozitivnim regulatorem

fotomorfogenze (Kazan & Manners, 2011).

2.4.1 Fototropismus

vliv na rist a vyvoj rostlin (Molas & Kiss, 2009). Fototropismus mizeme definovat jako
asymetricky rlst rostliny odpovidajici na urc€ité podminky, ktery umoZiuje organismu
optimalné umistit jeho organy (Goyal et al., 2016). Dochazi k tedy Kk fototropické
reorientaci, aby se mohla rostlina ptizptisobit podminkam. Obecné plati, Ze stonek nebo
hypokotyl roste smérem ke svétlu a pry€ od gravitace (fototropismus), kdezto koten roste

smérem od svétla, coz miZzeme oznacit jako negativni fototropismus, ale smérem ke
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gravitaci (gravitropismus). V rostlinach tedy existuje urcitd soutézivost mezi témito
dvéma silami a jejich odpovéd’'mi. Jiz Charles Darwin ve svém dile The Power of
Movement in Plants (1880) prohlasil, ze mladé stonky umist'uji své listy tak, aby mohly
byt dobie osvicené, a popisuje zahladnou latku, ktera je pfenasena z vrcholu semenacku,
kde je vniméno svétlo, do spodni ¢asti, kde lze pozorovat odezvu, pii které dochazi ke
zmén¢€ sméru rustu.

U vysSSich rostlin je vniméni sméru svétla zprostifedkovano fotoreceptory
absorbujicimi modré svétlo, jako jsou fototropiny (Photl a Phot2) a kryptochromy (Cry1
a Cry2) (Molas & Kiss, 2009).

Sakai et al. (2001) provedli studii knock out mutantd Arabidopsis, tedy takovych
rostlin, které maji nefunk¢ni gen photl, diive oznaovany také jako nphl (nonphototropic
hypocotyl 1) nebo phot2, diive oznacovany jako npll (honphototropic hypocotyl 1-like)
anebo ma rostlina vyfazeny z funkce oba geny. Oba tyto receptory maji vliv nejen na
fototropismus, ale také na pohyb vlivem akumulace chloroplastt. Bylo zjisténo, ze Photl
je primarnim fotoreceptorem, jelikoz phot2 mutanti vykazuji ohyb smérem
K unilateralnimu modrému svétlu. U photl mutanta byla pozorovana fototropicka
odpovéd pouze u vyssich intenzit modrého svétla (1-100 pmol-m™-st). Funkce Photl a
Phot2 se tedy piekryva pouze pii vyssich intenzitach. Downstream od photl se v kaskadé
nachazi gen nph3, ktery ma rovnéz vliv na fotoropismus. Goyal et al. (2016) zatadili do
svého experimentu také nph3 knock out mutanta a pozorovali, ze pii stinnych
podminkach doslo k ohybu hypokotylu mutanta smérem k modrému svétlu, kdezto pti
podminkach na pfimém svitu se hypokotyl neohnul. Tento gen zfejmé spolupracuje s PIN
proteiny (PIN-formed = sekundarni pfenasece auxinu), které ovliviiyji gradient auxinu.

Vliv kryptochromi na fototropismus byl také zkouméan pomoci knock out mutanti.
Vysledky ukazaly, Ze mutantni rostliny, které postradaji funkci kryptochtomt vykazovaly
zmen$enou schopnost ohybu k modrému svétlu, kdezto nadexprimované rostliny byly
vici svétlu hypersensitivni. Zhao et al., (2019) také naznacuji, Zze jsou kryptochromy pro
fototropismus u Arabidopsis nezbytné, ale jejich odpovéd’ zavisi na podminkach a je
nezavisla na fototropinech. Jelikoz bylo zjisténo, Ze degradaci Cry2 indukuje prave
svétlo, autofi navrhuji, Ze pti ohybani hypokotylu za podminek vysoké intenzity svétla se
pii procesu zasadn¢ uplatnuje Cryl.

Nejen fotoreceptory absorbujici modré svétlo, ale i fytochromy, tedy receptory R/FR
zafeni se vyrazn¢ podileji na rostlinném fototropismu. Goyal et al. (2016) zkoumali vliv

fytochromi na fototropismus u zelenych (deetiolovanych) semenackd. Jejich
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experimenty, které byly provedeny jak v laboratornich, tak i terénnich podminkach
odhalily, Ze phyB inhibuje fototropismus pfi vysokém poméru R/FR tim, ze kontroluje
aktivitu PIFs. Na druhou stranu zahazeni fototropické odpovédi, je zavislé na neaktivité
phyB pii nizkém poméru R/FR, kdy je vyvolana indukce genu z YUCCA rodiny praveé
pomoci PIFs, coz vede k produkci auxinu v déloznich listcich (Obr. 12).

Finalni molekulou, ktera ,,hybe* rostlinou je auxin a celd kaskada jiz od fotoreceptorti
az k samotné biosyntéze, transportu a signalizaci pomoci auxinu je velice spletitd. Auxin
nasledné¢ umoznuje asymetricky rast rostlin vedouci k fototropické odpovédi. Je také
dilezité¢ zminit, ze kaskdda vedouci od receptoru ke zméné genové exprese neni
pifimocara a jednotlivé receptory, signalni proteiny a transkripni faktory spolu
spolupracuji, aby bylo dosazeno pravé té odpovédi, které je vyzadovana (Goyal et al.,
2016).

Oteviené
prostiedi

(T R/FR)

Modré Stin
svétlo (4 R/FR)

ok

Obr. 12 Schéma fototropické odpovédi na stinné podminky. Na levé stran€ jsou popsana regulace
na pfimém svétle, kdy je phyB ve své aktivni konformaci PrfB a inhibuje PIFs, coz vede ke
snizené expresi YUCCA genti a nizké produkei auxinu. Vpravo mizeme vidét neaktivni phyB,
coz vede ke zvysené aktivité¢ PIFs, vysoké expresi YUCCA a produkci auxinu v deetiolovanych
semenaccich. Uprostfed vidime zapojeni photl vlivem modrého svétla, kdy jsou produkovany
PIN, které také ovliviiuji biosyntézu auxinu. Pfevzato a upraveno z Goyal et al., 2016.
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2.4.2 NPH3 (non-phototropic hypocotyl 3)

NPH 3 protein se fadi do velké proteinové rodiny, ktera je specifickd pro vyssi rostliny.
Podle webu prosite (prosite.expasy.org) se tento protein sklada ze tii hlavnich domén. Na
N-konci proteinu se nachazi BTB doména, uprostted je NPH3 doména a protein
zakoncuje C-koncova doména svinuté civky (Obr. 13). BTB doména, také znama jako
POZ doména je homodimer, ktery obsahuje nékolik kopii struktury zinkového prstu.

Vétsina BTB proteinti ma funkci regulatort transkripce (prosite.expasy.org).

BTB NPH3 Svinuta
civka

Obr. 13 Struktura NPH3 proteinu z A. thaliana. Schéma bylo ziskano z databaze
UniProt (https://www.uniprot.org/) a bylo upraveno.
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Spojeni BTB a NPH3 domény je také typické pro vyssi rostliny. BTB-NPH3 proteiny
v Arabidopsis jsou asociovany s rostlinnym fototropismem a jsou tdajné adaptorovymi
proteiny spojujicimi komponenty signalni transduk¢ni drahy iniciované svétlem, které
aktivuje serin/threonin kinasovou doménu NPH1 (Stogios et al., 2005). Doména svinuté
civky je béznym strukturdlnim motivem, ktery je sloZzen ze dvou az péti a-helixd, které
dohromady formuji levotocivy superhelix (Mason & Arndt, 2004).

NPH3 protein, stejné jako RPT2 (root phototropism 2) protein mizeme zafadit do
stejné rodiny proteint, ktera je po nich pojmenovana a nese nazev NRL (NPH3/RPT2-
like proteinova rodina). Tyto proteiny maji podobnou strukturu, ale uplatiiuji se v jinych
¢astech rostliny. NPH3 je vyuzivan v nadzemni ¢asti, kdezto RPT2 nachazi své uplatnéni
Vv kofenech (Christie et al., 2018). Také je dulezité zminit, ze se v Arabidopsis nachazi
dalsich 31 ¢lentt NRL rodiny proteint a jedna se o NPH3/RPT2-like proteiny (Pedmale
etal., 2010).

Jak jiz nazev tohoto proteinu napovida, ma dulezitou roli pfi fototropické odpovedi
rostlin. NPH3 protein se uplatituje v signaliza¢ni kaskad¢, kterou iniciuje receptor
fototropin 1. Po absorpci modrého svétla pomoci photl senzorické ¢asti dochazi
k aktivaci C-koncové kinasy proteinu. Tato specificka doména je spojena s fototropickou
odpovédi. Dosud bylo identifikovano pét phot-1 interagujicich proteinil, ale bylo zjisténo,
ze pouze jeden, a to pravé NPH3 je nezbytny pro fototropickou odezvu rostlin (Pedmale
& Liscum, 2007).

Pedmale a Liscum (2007) ve své studii zkoumali, zda je NPH3 fosfoprotein a zda je
defosforylace NPH3 iniciovand modrym svétlem nezbytna pro fototropickou signalizaci
zavislou na photl. Fosforylace je jednou znejlépe pochopenych posttranslacnich
modifikaci, kterd ovlivituje procesy v buiice. Jak jiz bylo zminé€no, fototropiny, stejné
jako fytochromy a kryptochromy jsou kinasy a procesy fosforylace/defosforylace, které
mohou v urcitych ptipadech fungovat jako on/off tladitko, jsou spojené s jejich signalnimi
drahami. Vysledky ukazuji, ze je NPH3 protein pottebny pro fototropické odpovédi, které
jsou zprosttedkované fototropiny. Ukazalo se, Ze u Arabidopsis miize NPH3 existovat ve
fosforylované formé, kterd prevazuje ve tmé a predstavuje nekompetentni stav.
Nedochazi tedy k fototropické odezveé. Kdyz je modré svétlo piitomno, NPH3 je rapidné
defosforylovan pravdépodobné piisobenim PP1 (protein-fosfatasa 1, EC:3.1.3.16). Tato
forma je schopna pfenaset podnéty zptisobené vnimani modrého svétla prostiednictvim

phot1.
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2.4.3 Vnimani svétla u soji

Soja je kratkodenni rostlina, kterd je citlivda na fotoperiodu, tedy délku dne, kdy ma
rostlina pfistup ke svétlu, a noci. Kveteni je iniciovano, kdyz je perioda denniho svétla
pod urcitou hranici (Zhang et al., 2017). Ne z kazdého kvétu vsak vzejde lusk se semeny
nebo je lusk sice vytvoien, ale jiz neni haplnén semeny. Bylo zji$téno, Ze tento fenomén
neni zpiisoben nedostatkem pylu nebo nedostate¢nym oplodnénim, ale zfejm¢ je tento
proces regulovan fotoasimiladty u vyvijejicich se kvétd a luskd, tedy opét dochazi
k regulaci vlivem dostatku nebo nedostatku svétla (Heindl & Brun, 1983).

Regulace iniciace kveteni délkou fotoperiody byla detailn¢ popsana u Arabidopsis
thaliana, coz je na rozdil od soji rostlina, ktera prosperuje pti podminkach dlouhého dne.
To znamena, ze jsou kvéty ocekavany pii téchto podminkach diive nez u rostrlin
kratkodennich. Vnimani délky dne a kveteni je koordinovano zejména transkripénim
faktorem CO (CONSTANS), jehoz exprese je zavisla na cirkadialnich hodinach.
V kratkodennich podminkach je exprimovana mRNA CO ve tmé a nejvys$si koncentrace
je 16 hodin po setméni, kdy pokud je stale tma, tak je CO degradovan. Pokud je vSak
vrchol exprese CO béhem dne, degradace je inhibovana a je indukovano kveteni
(Marcolino-Gomes et al., 2017).

U kratkodennich rostlin, jako je s6ja nebo ryze neni mechanismus kveteni a
cirkadidlniho rytmu tak dobte prostudovan. VétSina kultivari kvete pouze v podminkach
kratkého dne, ale neni to pravidlem. Odridy, které jsou péstovany ve vysSich
zemepisnych Sitkach, tedy ty, které jsou zatazeny do MG s niz§imi Cisly nejsou tolik
citlivé na fotoperiodu (Watanabe et al., 2012).

U s0ji bylo charakterizovano asi 10 FT gent, které stejné jako jejich homology
v Arabidopsis ¢i jinych rostlinach zodpovidaji za indukci kveteni. Dale bylo
identifikovano 26 gent, které jsou orthology CO genu z Arabidopsis. Analyza genové
exprese téchto CO-like gend, kterymi jsou GmCOLla a GmCOL1b ukazala, ze za
podminek kratkého dne se vrchol koncentrace jejich mRNA vyskytuje v dopolednich
hodinach je synchronizovan s vrcholem exprese FT orthologniho genu GmFT5a. Na
druhou stranu za podminek dlouhého dne se vyskytuje exprese GmCOL1a a GmCOL1b
V noci a upadé pred rozbfeskem a za téchto podminek neni exprese GmFT5a zahajena
(Marcolino-Gomes et al., 2017).

Syndrom vyhybani se stinu byl jiz zminén v jedné z predeslych kapitol, kde ale byla

soustiedéna pozornost na modelovou rostlinu A. thaliana. Soja vsak také vykazuje uréitou

28



odpovéd’ na stin zptsobeny okolnim porostem (Green-Tracewicz et al., 2011). Odpoveéd
na stin je regulovana fotoreceptory vlivem zmény poméru R/FR svétla a také vlivem
fotosyntetické hustoty fotonového toku (PPFD = photosynthetic photon flux density).
Tato hodnota vyjadiuje pocet fotont, které jsou pfijaty metrem ctvereénim ristového
prostoru kazdou sekundu (www.secretjardin.com). Vysledky studie ukazaly, ze odpoveéd’
s0ji na nizké PPFD a nizky R/FR pomér je interaktivni, ale lisi se podle organt. K
nejmarkantnéj§imu prodlouzeni internod dochazi vlivem nizkého PPFD a aditivnim
vlivem nizkého R/FR, kdeZzto za prodluzovani fapiku listu je zodpovédny zejména nizky
pomér R/FR (Hitz et al., 2019).

Co se tyce rostlinnych fotoreceptor, Liu et al. (2008) charakterizovali ¢tyfi homology
genu phyA v genomu sdji, ale podafilo se jim izolovat pouze dva, kterymi jsou GmphyAl
a GmphyA2. Je nezvyklé, aby méla rostlina nékolik homologl genu phyA, jelikoz jiné
druhy lusténin (napf. L. japonicus a M. truncatula) maji obvykle pouze jeden. U soji se
homology zjevn¢ objevily vlivem duplikace genomu. Vysledky této studie naznacuji, ze
procesy, ve kterych je phyA zapojen (deetiolace, vyhybani se stinu, kveteni atd.), a které
jsou ovlivnény R/FR pomérem, nejsou v soji zprostiedkované pouze jednim, ¢i dvéma

geny, ale souhrou funkci az ¢tyt gend.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

V experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pouzito nékolik genotypt Arabidopsis
thaliana pro srovnani odpovédi na specifické podminky. Jako reference byl pouzit ekotyp
Columbia-0 (Col-0), ktery byl z historického hlediska stanoven mad’arskym védcem
Gyorgy P. Rédeiem. Rédei provadél experimenty se ¢tyimi liniemi semen Arabidopsis,
které ptirozené rostly v Evropé€. Zjistil vsak, ze tato semena nejsou homologni, a proto
vybral nahodného jedince jako referenci a pojmenoval ho podle Univerzity v Missouri,
ktera se nachazi v Columbii. Prave pod touto univerzitou piisobil Rédei ve své laboratofi.
Z nazvu tedy muze vyplyvat, ze se jedna o americka semena, ale ve skutec¢nosti se jde 0
evropsky ekotyp (Somssich, 2019).

Dale byl pouzivan mutantni genotyp SALK_025877C (nph3 mutant) a dalsi genotypy
A. thaliana, které mély z funkce vytazeny fotoreceptorové proteiny. Co se tyce
mutantnich linii, kde byl z funkce vytazen vzdy pouze jeden gen, byly pouzity cryl a cry2
(kryptochroml1 a kryptochrom2). Dale byli pouziti dva dvojiti mutanti photl phot2
(fototropinl a 2) a cryl cry2 (kryptochrom 1 a 2). Tato mutantni semena méla vzdy
nefunk¢ni dva geny najednou. Vsechny tyto mutantni linie byly odvozeny od ekotypu

Columbia-0 a byly poskytnuty Univerzitou v Utrechtu.

3.2 Chemikalie

e Agarosa (Serva, Némecko)

e Beélici ptipravek (Zone, Nizozemi)

e Ethylendiamintetraoctova kyselina (Sigma-Aldrich, USA)
e Chlorid sodny (Lach-ner, Ceské republika)

e Isopropanol (Penta, Ceska Republika)

e Kyselina chlorovodikova (Fluka, Svycarsko)

e Kyselina octova (Sigma-Aldrich, USA)

e Murashige & Skoog médium (Duchefa, Nizozemi)

e Rostlinny agar (Duchefa, Nizozemi)

e Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Carl Roth, Némecko)
e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, USA)
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3.3 Pfistroje a vybaveni

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Biometra TOne Thermal Cycler (analytik jena, Némecko)
Digitalni pH metr (InoLab, Némecko)

Elektromagnetickd michacka (Biosan, LotySsko)
GelDocEZ systém (Bio-Rad, Némecko)

Mikrodestickovy spektrofotometricky reader Synergy H1 (Biotek, USA)
Predvazky (KERN, Némecko)

Spektroradiometr Li-180 (LI-COR, USA)

Stolni centrifuga 5424R (Eppendorf, Némecko)

Suché lazen TS-100 C (Biosan, LotySsko)

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Némecko)

Termocyklér CFX96TM Real-Time Systém (Bio-Rad)
Vortex V-1 plus (Biosan, LotySsko)

3.4 Roztoky

TAE (Tris-acetat-EDTA) pufr (0,04 M Tris-kyselina octova; 0,001 M EDTA;
pH 8,3)

TENT pufr (10 mM Tris-Cl; ImM EDTA,; 12 mM NacCl; 2,5% Triton X-100;
pH 8)

TE pufr (10 mM Tris-Cl; 0,1 mM EDTA; pH 8)

1% agarové médium

0,5x MS médium

3.5 Reagencie pro molekularni biologii

5mM dNTP (Thermo Scientific, USA)

Barvivo GelRed® (Biotinum, USA)

DNasa | (Top-Bio, Ceska republika)

GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder (Thermo Scientific, USA)
HyperLadder™ 50 bp (Meridian Bioscience, USA)

iScript cDNA Synthesis kit (BioRad)
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e Magnetické kulitky AgenCourt RNAclean XP (Beckman Coulter, Ceska
republika)

e Monarch® DNA Gel Extraction Kit (NEB, USA)

e Nanaseci pufr — 6x DNA Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA)

e NucleoSpin® RNA plus (Macherey Nagel, Némecko)

e Tag DNA Polymerase (QIAGEN, Némecko)

3.6 Pouzité primery

Tab. 1 Primery pouzité v end-point PCR reakeich, jejich sekvence, teploty téni, délky a obsah
GC. Primery byly syntetizovany na zakazku u firmy Elisabeth Pharmacon, Brno Ceska Republika
a to v zakladni ¢istoté, tedy odsolené.

Tm Délka Obsah GC

Nézev primeru Sekvence (5" — 3) °C) (NTP) (%)
AtLBb1.3n GGATTTTGCCGATTTCGGAAC 57 21 48
At5903250_intl_rev AATTCGATCTCGAAACCGGAAACA 59 24 42
At5g03250_RP ACGAGTCCTGTAGTGCAAAGC 59 21 52
ARAactfw GCCATCCAAGCTGTTCTCTC 59 20 55
ARAactrev GGTGGTGCAACGACCTTAAT 57 20 50

3.7 Experimentalni metody

3.7.1 Podminky ristu rostlin

Semena nph3 mutanta a GK-290R09, ktera méla byt pouzita jako pozitivni kontrola, byla
objednana z databaze NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre). Semena byla
zasazena do kvéEtinaca se zeminou, umisténa pti laboratorni teploté tak, aby méla dostatek
ptirozeného svétla a byla pravidelné zalévana. Kli¢ivost semen vSak byla velmi $patna.
Ptesto se asi po mésici od zasazeni podafilo z listl rostlin odebrat geneticky material na
FTA Karty.

Semena nph3 mutanta a ekotypu Col-0 byly vysety také na misky s 1% agarem a
nasledné rostly 14 dnti ve fytotronu pfi podminkach dlouhého dne (12 h svétlo, 12 h tma),
intenzité svétla 100 pmol-m?2-s a teplot& 22 °C. Posbirané semenacky byly zmraZeny a
uchovany pfi -80 °C.

Pti provadéni experimentt, kdy byly rostliny oSetfovany svétlem, byl také pozorovan
rozdil v kli¢ivosti nph3 mutanta a ostatnich mutantnich genotypt. I piesto, ze byla
provadéna tydenni stratifikace vSech semen, kli¢ivost semen nph3 mutanta byla velmi
Spatna a obvykle vyklicila jen polovina semen. Piekvapivé byl obdobny problém i se

semeny ekotypu Col-0.
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3.7.2 Katalog alel
Soybean Allele Catalog (https://soykb.org/SoybeanAlleleCatalogTool/; Chan et al.,

2023) je online nastroj, diky kterému mohou jeho uzivatel¢ 1épe porozumét funkcni
genetice sOji na Urovni gend a alel na zéklad¢ analyzy data setu ¢itajictho 1066 genotypt
celosvétové populace soji (Soyl1066). Je veifejné dostupny, jako webova aplikace
hostovana na SoyKB.org. Pomoci tohoto nastroje je mozné vizualizovat alely
zkoumaného genu, a zdroven porozumét funk¢nim efektim a aminokyselinovym
zménam, které jsou zpusobeny jednonukleotidovymi polymorfismy, insercemi ¢i
delecemi v genech (Chan et al., 2023).

Nastroj nabizi prohledani alel na zakladé 1D genu jednak v celém Soy1066, anebo
specificky v ¢asti tohoto datasetu. V tomto piipadé byla provedena analyza alel pro gen
Glyma.13g221200 v celém Soy1066 data setu.

3.7.2 BLAST

BLAST neboli Basic Local Alignment Search Tool je pocitacovy algoritmus, ktery
dokaze rychle porovnat dotazovanou DNA ¢i aminokyselinovou sekvenci s databazi
(Mount, 2007). BLAST poskytuje na internetu né€kolik webovych stranek a v tomto
ptfipad¢ byl vyuzit néstroj, ktery se nachazi na webovych strankach databaze TAIR
(https://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp). = Aminokyselinova  sekvence  byla
porovnana s referenci Arabidopsis thaliana (txid3702). V databazi TAIR byl nasledné
vybran mutantni genotyp, ktery byl vhodny pro provedeni nasledujicich experimenti.
Vysledky této analyzy také poslouzily jako vstupni informace o proteinech Arabidopsis
pro konstrukci fylogenetického stromu. Podobnost aminokyselinovych sekvenci soji byla
zjisténa pomoci BLASTU, ktery poskytuje web Soybase.org

(https://soybase.org/sequenceserver/).

3.7.3 Analyza nukleotidovych a proteinovych sekvenci
BioEdit verze 7.2 (bioedit.software.informer.com) je software, ktery lze pouzit pro
vizualizaci nukleotidovych a aminokyselinovych sekvenci, jejich pfilozeni a zjisténi
podobnosti dvou ¢i vice sekvenci neboli tzv. alignment (Hall, 1999). Ackoliv byl program
vytvoien v 90. letech, je stdle pomérné¢ dobie vyuzitelny a je volné k pouziti. Posledni
updatovana verze je z roku 2007 a od této doby nebyl software nijak vylepSovan.

S vyuzitim néstroje ClustalW, ktery program nabizi, bylo pfifazeno nékolik

aminokyselinovych sekvenci a vysledek tohoto alignmentu byl nasledné vyuzit pro
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konstrukei fylogenetického stromu. Pomoci BioEditu byly také vyhodnoceny vysledky
sekvenace. Data byla do programu nahravana ve formatu fasta (.fas).

Dale byl pro analyzu sekvenci vyuzit také SnapGene 6.1.0 (www.snapgene.com).

Jedna se o sofistikovany software, ve kterém je mozné provadét bioinformatické a
molekularné biologické analyzy anebo napiiklad vizualizovat pribéh planovanych
experimentli. Mimo jiné obsahuje také funkci alignment pro pfilozeni sekvenci a je mozné
provadét navrh primerd. Program byl vyuzit zejména pro tyto dvé funkce a také pro

celkovou vizualizaci sekvenci.

3.7.3 Fylogeneticka analyza
Fylogeneticka analyza poskytuje hodnoty, které dovoluji porovnat podobnost sekvenci.
Fylogeneticky strom je formou vizualizace pfibuznosti mezi druhy nebo sekvencemi a
také ukazuje jejich hypotetického spolecného predka. Stromy jsou sestavovany
s pouzitim jak nukleotidovych, tak aminokyselinovych sekvenci. Program MEGA11l
(www.megasoftware.net) je vhodnym a intuitivnim nastrojem pro sestaveni
fylogenetického stromu, a pravé pro tento ucel byl vyuzit. Program lze pouzit také pro
ptilozeni (alignment) sekvenci, ale pro tuto funkci byl vyuzit BioEdit ¢i SnapGene.
Drtive vytvoreny alignment aminokyselinovych sekvenci byl otevien v programu a
byla zvolena funkce tvorby fylogenetického stromu statistickou metodou maximalni
vérohodnost (maximum likelyhood). Bylo moZno upravit dalsi parametry, které ale byly
ponechany v defaultnim nastaveni, kde byl pfednastaven Jones-Taylor-Thornton model a
heuristickd metoda Nearest-Neighbor-Interchange (vyména nejbliz§iho souseda).
Nasledné byly u zkonstruovaného stromu upraveny nékteré grafické nedostatky, aby byl

strom piehledny a dobfte Citelny.

3.7.4 1zolace gDNA (genomové DNA)

Pro izolaci gDNA byly pouzity FTA® (Flinders Technology Associates) odbérové Karty
(Whatman®). Cerstvé listy Arabidopsis thaliana byly poloZzeny na filtraéni papir v FTA
karté tak, aby spodni strana listu sméfovala nahoru. Po zavteni karty na ni bylo shora
ptitlaceno pomoci tloucku, aby se DNA z listu pfenesla na filtracni papir. Zbytek listu byl
nasledné odstranén pinzetou. Z FTA Kkarty bylo vzdy vysttizeno kolecko, které bylo
rozpileno skalpelem a do PCR reakce byla pouzita pouze jedna polovina. Vystfizek FTA
karty byl v mikrozkumavce promyt 3x 100 pul TENT pufru a 2x 100 ul TE pufru, a
nasledné byl susen v termobloku, ktery byl vyhiaty na 50 °C po dobu 15 minut.
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3.7.5 lIzolace RNA

RNA byla izolovana z Cerstvého biologického materidlu. Pro tento tcel byly pouzity
semenacky A. thaliana mutantniho genotypu nph3 a divoky typ (Col-0). Semenacky
rostly dva tydny na miskach s agarem ve fytotronu pfi teplot¢ 22 °C a podminkach
dlouhého dne (12 h svétlo, 12 h tma).

Listy dva tydny starych semenacku Arabidopsis byly ve vychlazené tfeci misce
zmrazeny pomoci tekutého dusiku a homogenizovany tlouckem. Homogenizovany
rostlinny materidl (50-100 mg) byl pfenesen do pfedem zvazené a vychlazené
mikrozkumavky. Nasledné¢ bylo do zkumavky ptidano 500 pl LBP roztoku z
NucleoSpin® RNA plus kitu a dale bylo postupovano podle manualu vyrobce (Www.mn-
net.com/nucleospin-rna-plus-mini-kit-for-rna-purification-with-dna-removal-column-
740984.50), kde byly pouzity kolonky nejprve pro odstranéni genomové DNA a nasledné
pro zachyceni RNA.

Aby byla odstranéna zbyl4 kontaminujici DNA, byla ke vzorktim ptfidana DNAsa I (10
U-ul?). V mikrozkumavce bylo smichano 54 pl vzorku RNA s 14 pl pufru (5x reakéni
pufr) a 1 ul DNAsy I (EC:3.1.21.1). Nasledovala inkubace smési po dobu 30 minut (37
°C). Do mikrozkumavek byl pfidan 1 ul DNAsy I a opét néasledovala 30minutova
inkubace pii stejné teploté. Pro purifikaci vzorkli byly pouzity magnetické kulicky
AgenCourt RNAclean XP. K osetiené RNA bylo napipetovano 35 ul kulicek v roztoku a
bylo pfidano 28 pl 100% isopropanolu. Smés byla 10x promichdna pipetovanim,
inkubovdna 10 minut a nasledné¢ mikrozkumavky byly pfeneseny do magnetického
stojanku, kde byly ponechany 5 minut. Diky magnetu se kuli¢ky pfichytily na sténu
mikrozkumavky a supernatant mohl byt odpipetovan do odpadu. Kuli¢ky s navazanou
RNA byly 3x promyty 200 ul 70% ethanolu a mezi jednotlivym pipetovanim byly
inkubovany vzdy 1 minutu. Nasledné byly vzorky vysuseny, do mikrozkumavek bylo
napipetovano 30 ul RNAse-free vody, smés byla promichana a probé¢hla inkubace 10
minut, béhem které se precisténa RNA uvolnila do vody. Mikrozkumavky byly na dalSich
5 minut vlozeny na magnet a nasledné byla purifikovand RNA ptepipetovana do Cistych
mikrozkumavek. Koncentrace ziskané RNA byla zméfena pomoci mikrodestickového

readeru a vzorky byly ulozeny v mrazéku s teplotou -80 °C.

3.7.6 Piepis do cDNA

RNA byla nasledné piepsana do cDNA s pouzitim kitu iScript™ Reverse Transcription

Supermix. Vzorky RNA a 5x supermix z kitu byly rozmrazeny na ledu a byl pfipraven
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premix smichanim piislusného mnozstvi 5x supermixu a reverzni transkriptasy podle
protokolu (Tab. 2). Smés byla napipetovana do pfedem oznacenych zkumavek, do
kterych byl nésledné ptidan templat. Mikrozkumavky byly vlozeny od termocykléru, kde
byl nastaven program s ptislusnymi kroky (Tab. 3).

Po ptepisu byly vzorky nafedény tak, aby byl findlni objem 160 pul a nasledné byla

promé&iena koncentrace cDNA pomoci readeru stejné jako v ptipadé RNA.

Tab. 2 Pipetované objemy pro pfipravu reakéniho mixu iScript.

Cinidlo Objem (ul)
5x iScript Reaction Mix 4

iScript Reverse Transcriptase 1

RNA (50 ng/ ul) 15
Celkovy objem 20

Tab. 3 Reakéni protokol iScript.

Faze Cas Teplota (°C)
Nasedani primert 5 min 25

Reverzni transkripce 20 min 45
Inaktivace reverzni transkripce 1 min 95
Volitelny krok 0 4

3.7.7 End-point PCR
Pro amplifikaci gent pomoci end-point PCR reakce byla pouzivana Tag DNA

polymeraza. Primery, které byly pouzity v reakcich v reakcich jsou uvedené v tabulce
(Tab. 1). Vsechny slozky, které jsou potiebné do reakce byly pipetovany ve sterilnim
laminarnim boxu.

Kdyz byla provadéna amplifikace fragmenti genomové DNA, byly jako templaty do
reakce pouzity vystiizky z FTA karet. V pripadé detekce fragmentu v cDNA byla jako
templat do reakce pipetovdana RNA o koncentraci 50 ng/ul, aby byla vyloucena
kontaminace genomovou DNA, a cDNA o koncentraci 120 ng/ul. Objem pipetované
vody se li8il podle koncentrace templatu. Do mikrozkumavek byly napipetovany ostatni
reagencie potiebné pro pribéh PCR reakce (Tab. 4), byly vlozeny do termocykléru a byly

nastaveny podminky viz. Tab. 5.
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Tab. 4 Objemy jednotlivych slozek pouzitych v reakéni smési pro end-point PCR reakci.

Cinidlo Objem (ul) Vysledna koncentrace
10x PCR pufr (QIAGEN) 5 1x

dNTP (5 mM) 2 200 uM (kazdy dNTP)
FW primer (25 uM) 1 0,5uM

REV primer (25 uM) 1 0,5 uM

Templat X X

Taq DNA polymerasa 0,25 ul 0,025 U/l

ddH20 40,75 pl

Celkovy objem reakce 50 pul

Tab. 5 Parametry pro nastaveni end-point PCR reakce.

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cykli

Pocateéni denaturace 94 3 min 1

Denaturace 94 30s

Nasedani primert 57,9 30s 35

Elongace 72 1 min

Finalni elongace 72 10min 1

3.7.8 Agarosova elektroforéza

Pro provedeni agarosové elektroforézy bylo piipravovano 40 ml 1% nebo 3%
agarosového gelu (0,4/1,2 g agarosy, 40 ml 10x TAE pufru), ktery byl obarven 1,7 pl
barviva GelRed. Po zatuhnuti byl odstranén hiebinek a bylo napipetovano 6 pl markeru
(HyperLadder™ 50 bp/ GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). Nasledn¢ bylo vzdy 5 ul
PCR produktu smichano s 1 pl 6x TriTrack DNA Loading Dye. Smés byla promichana
pipetovanim a nanesena na gel. Elektroforetickd komurka byla naplnéna 1x TAE pufrem,
uzaviena a pripojena ke zdroji. Elektroforéza probihala 75 minut pfi 90 V nebo 90 minut
pii 80 V. V ptfipad¢ pouziti 3% gelu byla elektroforetickd komtrka po prvnich 10

minutach pfenesena do lednice z toho ditvodu, aby se gel neptehiival.

3.7.9 Sangerova sekvenace

Pro ovéfeni spravnosti nékterych PCR amplikond byly vzorky poslany na sekvenaci,
ktera byla provedena spole¢nosti SEQme (SEQme s.r.o., Dobiis, Ceska republika).
Nejprve bylo nutné opét provést agarosovou elektroforézu. Band byl nasledné vyiezan
z gelu pomoci skalpelu a pfenesen do mikrozkumavky, kde byl pfidan rozpoustéci roztok.
Byla izolovana DNA pomoci Monarch® DNA Gel Extraction Kitu

(https://international.neb.com/products/t1020-monarch-dna-gel-extraction-
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kit#Product%20Information), kde bylo postupovano podle ptislusného protokolu. Na

sekvenaci byl odeslan produkt ve dvou provedenich s pfimym a zpétnym primerem.
3.7.10 Osetfeni rostlin svétlem

3.7.10.1 Sterilizace a stratifikace semen
Aby mohly byt provedeny experimenty, kdy bylo na semena a semenacky Arabidopsis
puisobeno modrym svétlem, ¢i byly provadény testy fototropismu, bylo nejprve nutné
semena sterilizovat. Potfebné mnozstvi semen pro experiment bylo odsypano do
mikrozkumavky, ktera byla oteviena a umisténa ve stojanku vloZena do exsikatoru.
V kadince bylo smichano 25 ml béliciho ptipravku se 3 ml kyseliny chlorovodikové, byla
vlozena do exsikatoru a ten byl uzavien. Reakci téchto dvou slozek se vytvarel chlor,
ktery semena sterilizoval. Po 2 hodinach byly mikrozkumavky pfesunuty do laminarniho
boxu, kde byly ponechény asi 15 minut, aby se vyvétral zbytek chloru.

Pro experiment s oSetfenim rostlin modrym svétlem byly pfipraveny hlubsi misky
S 1% rostlinnym agarem. Agar s destilovanou vodou byl rozpustén v mikrovince a nalit
do misek. Pfi provedeni fototropického experimentu byly nachystany ¢tvercové Petriho
misky s 0,5x MS médiem a 1% agarem. Smés byla opét zahf'ata v mikrovince a prelita do
misek. Po zatuhnuti byla na misky nanesena sterilni semena, nasledné byly misky obaleny

dvéma vrstvami alobalu a stratifikovany nejméné jeden tyden pii teploté 4 °C.

3.7.10.2 Rust Arabidopsis pii rizné intenzit¢ modrého svétla a fenotypova

analyza

Po tydenni stratifikaci byly misky se semeny odbaleny, umistény do papirovych oballl
tak, aby na n€ plisobilo svétlo pouze shora, a vloZeny do riistové komory s bilym svétlem
na 4 az 6 hodin. Po této dob¢ byly opét obaleny alobalem a ponechany pfti laboratorni
teploté nasledujicich 18-20 h. Mezitim byly s pouzitim spektrofotometru nastaveny pod
LED zdrojem modrého svétla tfi riizné intenzity o hodnot& 0,1; 1 a 10 pmol-m?-s* tak,
ze byl sensor pfistroje zakryvan riznym poctem vrstev papiru a byl posouvam bliz nebo

dal od svételného zdroje (Obr. 14). Semena rostla v nastavenych podminkach 6 dni
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Obr. 14 Snimky obrazovky spektrofotometru pfi nastaveni podminek rizné intenzity modrého
svétla. Hodnoty intenzity svétla modrého spektra jsou zvyraznény a uvedeny v jednotkach
pmol-m?-s

Experiment byl vyhodnocen tak, ze byly vzrostlé hypokotyly Arabidopsis pieneseny
na ¢tvercové Petriho misky s 1% agarem a vyfoceny pomoci skeneru. Fotografie byla
vyhodnocena v programu ImagelJ takovym zptisobem, Ze byla pomoci nastroje pro méfeni
délky urcena vyska kazdého hypokotylu.

Experiment byl celkem proveden dvakrat, kdy v prvnim piipadé¢ bylo pouzito 15
semen jednoho genotypu na svételnou podminku, které predstavuji tfi rizné intenzity
modrého svétla a jsou zminény vyse. Pii druhém provedeni bylo vzdy vyseto 16 semen
daného genotypu na misku, kdy byly v jedné svételné podmince tii misky, tedy 48 semen.

Také byla piidana podminka s maximalni intenzitou svétla 70-100 pmol-m2-s™,

3.7.10.3 Fototropicky experiment

Po ukoncenti stratifikace byly misky se semeny odbaleny a vlozeny do ristové komory
pod bilé svétlo na 6 hodin, ndsledné opét obaleny alobalem a ponechéany pfti laboratorni
teploté nasledujicich 66 hodin. Pfesné tfi dny po zahajeni tohoto experimentu byly misky
umistény do specialniho zafizeni, tzv. kostky, které bylo navrZeno prave pro tento ucel.
Jedna se o krychli ze dieva, do které byly nainstalovany LED svétla a dva vétraky kvali

proudéni vzduchu. Toto zafizeni je uzaviratelné, aby se dovniti nedostalo zadné svétlo
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Z okoli. Vné krychle byl pfipevnén piistroj umoziujici ménit vinovou délku svételného
spektra, tedy jeho barvu a také intenzitu. Soucasti jsou policky vyrobené na miru, aby se
do nic vesly ¢tvercové Petriho misky (Obr. 15).

Misky byly vloZzeny do poli¢ek a kostka byla umisténa tak, aby Arabidopsis na
miskach pfijimaly pouze modré svétlo o intenzité 0,1 pmol-m™2-s™ ze strany. Hypokotyly
rostlin byly v té¢ dob¢ vzrostlé asi 1 cm. Misky byly ponechany v téchto podminkach 24
hodin, néasledné vyjmuty a oskenovany stejné€ jako v predeslém experimentu. Tentokrat
ale nebyla sledovéana vyska vzrostlych hypokotylii, nybrz thel ohybu smérem ke zdroji
svétla. Experiment byl taktéz nastaven dvakrat a na miskach bylo vzdy 12 semen jednoho
genotypu. V prvnim piipad¢ se jednalo o tfi misky a v druhém piipadé o osm.
Naskenované misky byly opét vyhodnoceny pomoci programu Imagel] s pouZitim

nastroje, ktery umoziluje méfit thly.

]
1

Obr. 15 Zatizeni ,.kostka®, které bylo pouzito pro provedeni fototropickych experimenti. Navrh
zatizeni provedl A. Romanowski (nepublikovano).
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3.7.11 Statistick4 analyza

Hodnoty délek hypokotyla, jako vysledky experimentu, kdy byl sledovan ucinek
modrého svétla, byly zapisovany do excelu. Nasledné byl excel vyuzit také pro vypocet
pruméru, smérodatné odchylky a stiedni chyby priméru. I pfesto, Zze byla semena tyden
stratifikovana, nemusely jednotlivé genotypy rtst stejné rychle, a proto byly hodnoty
délky hypokotyli normalizovany. Normalizovana hodnota vyjadiuje podil jedné hodnoty
délky hypokotylu a hodnoty praméru délky hypokotylu daného genotypu pii podminkach
ve tm¢. Normalizované hodnoty byly nasledné kopirovany do programu GraphPad Prism
9 (https://www.graphpad.com/), kde byly vytvofeny grafy, které vizualizuji vysledky.

V ptipadé fototropického experimentu byly nejprve zméfeny hly hypokotylt pred
vloZenim do ,kostky*, kdy se namétené¢ hodnoty pohybovaly okolo 180°, a také byl
hypokotyl obtazen fixem na misku. Poté, co byly misky vynaty z kostky byl méfen thel,
Vv jakém byl hypokotyl ohnuty. Obé hodnoty byly zapsiny do excelu a nésledné byl
vypocitan rozdil hodnoty uhlu pfed a po ohybu. Vysledkem je hodnota thlu, o ktery se
hypokotyl ohnul. Tyto vysledky byly kopirovany do GraphPadu (Prism 9) a byl vytvoten
histogram frekvenéni distribuce vysledki. Hodnoty zrozmezi, které byly obsazeny
nejméné byly oznaceny jako odlehlé vysledky a byly vyfazeny z analyzy. Nasledné byly
vytvofeny krabicové grafy pro vizualizaci téchto hodnot. Také byla provedena
jednosmérna anova, v ramci které byl programem vypocitin Brown-Forsythe test a

Barlettuv test.
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4 VYSLEDKY

Celému projektu, ktery byl fesen v experimentalni ¢asti této prace predchazely vysledky
GWAS analyzy (viz. kapitola 2.1.3). Signal na chromosomu 13 byl jiz dfive s vyuzitim
bioinformatického nastroje AccuTool s vysokou mirou piesnosti pfifazen genu
Glyma.13g221200, ktery spada do rodiny genti non-phototrophic responsive NPH3.

Pro zjisténi funkce tohoto proteinu byl navrzen postup reverzni genetiky, kdy je pouzit
mutantni genotyp sumlenym genem pro studovany protein. Web SoyBase
(SoyBase.org) nabizi databazi so6jovych mutantt, u kterych byla indukovana delece
pomoci neutronové mutageneze (fast neutron mutagenesis; Bolon et al., 2011,
https://www.soybase.org/mutants/) a databazi EMS mutantd, tedy takovych genotypd, u
kterych byla mutageneze zpusobena u¢inkem ethyl methansulfonatu (Espina et al., 2018;
https://www.soybase.org/projects/SoyBase.P2019.01.php). Ob¢ tyto databaze byly
prohledany, ale mutant nph3 nebyl dostupny. Navic, transformované variety s6ji maji
diploidni genom, takZze by mohl byt v sdji efekt tohoto genu skryt expresi genu
autologniho nebo jinych podobnych gent, které také spadaji do této rodiny.

Pro ovéfeni funkce zkoumaného proteinu je proto v tomto piipadé vhodné nejprve
charakterizovat mutanta sumléenym homolognim genem V nékteré z modelovych
rostlin, kterych existuje hned nékolik. Pro studium bunéénych kultur se vyuziva naptiklad
tabak (Nicotiana tabacum) (Ganapathi et al., 2004). Pti zkoumani jednodéloznych rostlin
nachazi své vyuziti ryze (Oryza sativa) (Izawa & Shimamoto, 1996) a pro traviny je
modelovou rostlinou Brachypodium distachyon (Brkljacic et al., 2011). Co se tyce
lusténin, Ize jako model vyuzit Medicago truncatula, zejména pii studiu fixace dusiku
(Cook, 1999). V tomto ptipadé vSak byla pro experimenty vybrana modelova rostlina

Arabidopsis thaliana, jelikoz je u ni velmi dobie prozkoumana svételna signalizace.
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4.1 Katalog alel

Vysledky prohledani katalogu alel odhalily existenci dvanacti alel v genu
Glyma.13g221200. Na pozici 33423221 se v genu nachazi mutace L545F (Obr. 16)
zpusobujici jednonukleotidovy polymorfismus G - A. Jednd se o missenese
(nesmyslnou) mutaci, kvili které se v translatovaném proteinu na misté 545 nevyskytuje
leucin, ale fenylalanin. Na obrazku mizeme vidét, Ze je tato mutace specifickd pouze pro
42 7 celkovych 1066 vstupt v datasetu tohoto nastroje. Ostatni alely obsahuji mutace,
které¢ zjevné se zkoumanym fenotypem nesouvisi. Jedina dalS§i mutace ptichazejici
Vv uvahu, by mohla byt na stejné pozici vedouci k zaméné leucinu za valin. Tato mutace
se vyskytuje pouze u tii genotypi spadajicich do kategorie G. soja, které jsou vzdy
popinavé, a tudiz nemohou byt polozakrslé. Po rozkliknuti dané pozice, na které se
zkoumana mutace nachazi byla po Gpravé nckterych parametrii vytvotrena tabulka (Tab.
6). V tabulce jsou zobrazeny pouze ty variety, u kterych je znamy fenotyp stonku, ktery

je u vétsiny z nich ukonceny (D = determinate stem fenotype).

Soja Landrace Elite Total Cultivar Gene Chromosome|| 33423079 | 33423081 | 33423221
O 34 241 166 461 31 |Glyma.13G221200] Chrl3 ClRef || AK59IN | G[Ref
O 19 182 155 444 90 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref T|Ref G[Ref
O 48 3 22 101 0 Glyma.13G221200| Chrl3 T|S592N | AJKS9IN G|Ref
C 0 6 36 42 19 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref AJKS59IN | A|L545F
O 3 0 1 4 0 Glyma.13G221200) Chrl3 T|S592N | AKS9IN G[Ref
O 0 4 0 4 0 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref TRef G[Ref
O 3 0 0 B! 0 Glyma.13G221200| Chrl3 T|S592N || AJKS9IN | C|L545V
0 0 i 1. 2 0 Glyma.13G221200 Chrl3 C|Ref A|KS59IN G[Ref
O 2 0 0 2 0 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref A|KS91IN GRef
O 1 0 0 i 0 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref AK59IN G[Ref
O 1 0 0 Il 0 Glyma.13G221200]  Chrl3 CRef | AKS9IN | GRef
O 0 1 0 1 0 Glyma.13G221200) Chrl3 C|Ref AKS9IN G|Ref

Obr. 16 Vysledek z Katalogu alel, pomoci kterého byl analyzovan gen Glyma.139g221200. Na pozici
3342381 se nachazi mutace L515F, ktera je zptisobena jednonukleotidovym polymorfismem G -
A, ktery zptisobuje zménu aminokyseliny v proteinu na pozici 545. Tato mutace je specificka pouze
pro 42 variet.
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Tab. 6 20 variet z 42, jejichz genotyp obsahuje mutaci L545F vedouci ke zméné G — A, a je u nich uveden fenotyp architektury stonku. Pokud by byly u
genotypu HNO33 doplnény alely dtl a el, mohl by také vést k pozadovanému fenotypu. Je nutné také zminit, ze u genotypu UN7_aka Franklin je vysoka mira
nejistoty. Ukonéeny fenotyp (D), popinavy fenotyp (N) a polopopinavy fenotyp (S). Data byla ziskana pomoci Katalogu alel.

Chromosom Pozice ID genotypu Nazev genotypu geilol:ly:a[a Odrida Klasifikace Genotyp Funkéni efekt  Fenotyp stonku
USB-078 USB-078_P1084637 P184637  Tradi¢ni Ostatni N
HNO033 HNO033_P1087617 PI187617  Elitni  Ostatni N
SRR1533405 Pl_508266 P1508266 Elitni  NA Kultivar D
SRR1533419 Pl_533602 P1533602 Elitni  NA Kultivar D
SRR1533423 P1_536635 PI536635 Elitni ~ NA Kultivar D
CRR108770 Hobbit PI540551 Elitni  NA Kultivar D,D
SRR1533373 P1_540552 P1540552 Elitni  Ostatni D
CRR108771 UN16_aka_ Hoyt P1540552 Elitni  NA Kultivar D
CRR108692 IL1 P1542045 Elitni ~ NA Kultivar D
CRR108714 1L2 P1542046 Elitni ~ NA Kultivar . D

18 33423221 \pR108772 UNA41 aka Sprite_No.87PI546374 Elitni  NA Kultivar ~ ~*  Missensemutace
SRR1533442 Pl 548477 PI1548477 Tradi¢ni NA Piedek D
CRR108718 UNT7_aka_Franklin P1548563  Elitni NA Kultivar N,N,N
SRR1533402 Pl_548565 P1548565 Elitni  NA Kultivar D,D
CRR108777 UNS8_aka Gnome P1548565  Elitni NA Kultivar D,D
HNO71 HNO71_P1548657 PI548657 Tradi¢ni NA Piedek D
SRR1533441 P1_548985 P1548985 Elitni  NA Kultivar D
USB-038 USB-038_P1559932 PI559932 Elitni  NA Kultivar D,D
USB-411 USB-411_P1567788 PI567788 Elitni ~ NA Kultivar D
CRR108767 PI1_583837 P1583837 Elitni  NA Kultivar D
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4.2 Vybér vhodného mutanta Arabidopsis thaliana

Aminokyselinova sekvence NPH3 proteinu, ktera byla ziskana z databaze SoyBase
(soybase.org) byla analyzovana pomoci bioinformatického nastroje BLAST (Basic local
alignment search tool). Vysledek BLAST analyzy poukazal na NPH3 protein kodovany
genem At5g03250, ktery je homologem sojového genu Glyma.13g221200 (Obr. 17, Tab.
S1, S2).

Query 100 200 300 400

(%)
<
<

600

= AT5603250.1
AT1G30440.1
ATS613600.1
AT5G03250.2
AT3644820.1
ATSG66560 .1
ATSGE6560.3
ATSG66560 .4
AT3G650840.1
ATSG67385.1
ATSG48800.1
AT4G31820.1
AT1G67900.6
AT1G67900.5
AT1G67900.4
AT1G67900.3
AT1G67900.2
AT1G67900.1
AT4637590.1
AT2614820.2
AT2614820.1
ATSG66560 .2
AT3650840.3

Fud:®» Rev:g Score: < 40 GO=508 50 - 80 80 - 200 >= 20 4/15/2023

Obr. 17 Grafické zobrazeni vysledku z nastroje BLAST (www.arabidopsis.org), pomoci kterého
byl uréen homolog s6jového proteinu Gylma.13g221200 (NPH3), kterym je At5g03250.

= {] i =
AT5G03250.1

Phototropic-responsive NPH3 family protein

- — e
AT5G03250.2

Phototropic-responsive NPH3 family protein

Obr. 18 Rozlozeni intront, exonu (modie), a S"UTR a 3"'UTR oblasti (zlut¢) genu At5g03250
podle predpovézeného modelu 1 a 2. Pfevzato a upraveno z jbrowse.arabidopsis.org.
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Efektivni reverzni genetika je u Arabidopsis umoznéna dostupnosti velkych sbirek
inser¢nich mutantd s indexovanymi geny. Tyto sbirky dohromady zahrnuji stovky tisic
inserci T-DNA ¢i transposononovych inserci, které jsou mapovany do referencniho
genomu Columbia-0. Jednou ztéchto sbirek je napiiklad Salk kolekce
(http://signal.salk.edu/).

Pro ucely této prace bylo rozhodnuto, ze se bude dale pracovat s mutantem, ktery ma
T-DNA inserci v genu At5g03250. Na webu TAIR bylo uvedeno 10 mutanti s T-DNA
inserci pravé v tomto genu, ktery koduje Phototropic-responsive NPH3 family protein.
Byl vybran mutantni genotyp SALK 025877C, ze zminéné Salk kolekce, ktery se jevil
jako nejvhodnéjsi, jelikoz by se T-DNA inserce méla podle prvniho modelu genu
nachazet v exonu a podle druhého modelu v 5"UTR konci. Pfi transformaci rostlin pro
vytvofeni tohoto mutanta, ktery je odvozeny od Col-0, byl pro zaneseni T-DNA inserce
pouzit vektor pPROK2 (Yang et al., 1997), derivat vektoru pBIN19 (Bevan, 1984). Pozice
T-DNA je znama podle flanking sequence, které byla zjisténa PCR analyzou a je uvedena
na webovych strankach TAIR. Flanking sequence je 104 bp dlouha a je uvedeno, ze
pozice nemusi byt uplné pfesnd a mize se liSit cca o 300 bp. Tento mutant byl vytvofen
prostiednictvim laboratofe Salk institutu genomické analyzy (SIGnAL = Salk Institute
Genomic Analysis Laboratory) (signal.salk.edu). Mutantni semena byla objednana
z databaze NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre = Nottinghamsky inventar
semen Arabidopsis) (arabidopsis.info).

Databaze TAIR na svych webovych strankdch uvadi dva mozné modely, které
predikuji strukturu genu At5g03250. Pro prvni model jsou predikovany &tyfi exony,
kdeZto pro druhy model pouze dva a také prodlouzeny 5"UTR konec (Obr. 18). Pro ucely
tohoto projektu bylo déale pracovano s prvnim modelem, ktery je pravdépodobné;jsi.

Podle informace o nukleotidové sekvenci flanking sequence byla vizualizovana
rekonstrukce genu tak, jak by mohla byt T-DNA zakomponovana. Webové stranky
SIGNaL (signal.salk.edu) poskytly informaci, ze je insert v genu vloZen nejspise
V reverzni orientaci a m¢l by se nachazet v prvnim exonu (Obr. 19). Podle Qin et al.
(2003) se T-DNA inserty mohou v genomu vyskytovat statisticky stejné casto v ptimé i

V reverzni orientaci.
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Obr. 19 Schéma zobrazujici gen At5g03250 a jeho dva predpovézené genové modely. (A) Genovy model
1, pro ktery jsou predikovany ¢tyfi exony. (B) Genova model 2, pro ktery jsou piedpovézeny pouze dva
exony a prodlouzend 5'UTR oblast. V obou pfipadech je znazornéna pozice vyskytu insertu. (C)
Rekonstrukce modelu 1 s predikci vyskytu T-DNA insertu. Jsou zobrazeny také regulacni sekvence v T-

DNA inserci. Schéma bylo vytvotfeno v programu SnapGene.

4.2 Fylogeneticky strom piibuznosti genit NRL rodiny

Byl sestaven fylogeneticky strom pfibuznosti gentt NRL rodiny Arabidopsis a pfislusnych
homologt z genomu séji (Obr. 20). Fylogeneticky strom byl zkonstruovan pro zobrazeni
piibuznosti NPH3 proteind ze s6ji a z Arabidopsis, a jejich sekvencné piibuznych gend.
Z vysledku analyzy je ziejmé, Ze je gen At5g03250 sekvencné nejvice podobny sdjovému

homologu, coz potvrzuje, ze byl pro nasledujici experimenty vybran vhodny protein.
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Obr. 20 Fylogeneticky strom znazorfiujici pfibuznost gentt NRL rodiny v souvislosti
s nph3 genem v s6ji a jeho piibuznymi geny. Strom byl vytvofen z
aminokyselinovych (AMK) sekvenci, které¢ byly ziskany s pouzitim nastroje BLAST
z databaze TAIR a SoyBase. Geny, které byly do této analyzy zatfazeny byly vybrany
podle podobnosti sekvence az po hranici, kde jiz ptibuznost sekvenci nebyla dilezita.
(Pritazeni AMK sekvenci bylo provedeno v programu BioEdit (ClustalW) a graficka
podoba stromu byla sestrojena v programu MEGA metodou maximalni vérohodnosti
(maximum likelyhood). Osa znazorniuje pocet AMK substituci na misto, tedy pocet
zmeén anebo nahrazeni aminokyselin déleny délkou sekvence.
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4.2 Ovéteni nph3 mutanta

Nejprve bylo nutné ovéfit, zda nedoslo k zaméné¢ a opravdu se jednd o pozadovany
mutantni genotyp. Pro ovéfeni bylo pouzito PCR a v programu SnapGene byly navrzeny
primery tak, aby amplikon ¢astecné¢ zasahoval do T-DNA sekvence a ¢astecné do prvniho
intronu genu. Byl pouzit pfimy primer AtLBb1.3n a zpétny At5903250 intl rev. Jako
templaty byly do reakce pouzity FTA Karty s diive odebranou genomovou DNA z rostlin
Arabidopsis divokého typu a nph3 mutanta a byla aplikovana Taq DNA polymerasa. Pro
vizualizaci vysledku byla provedena agarosova elektroforéza (1% gel, 90 minut pii 80 V)
(Obr. 21).

Jak je vidét na obrazku, u nph3 mutanta byl fragment amplifikovan, kdezto u Col-0
ne. I kdyz je fragment slaby, jedna se o pozitivni vysledek. Byl o¢ekavan produkt o
velikosti 331 bp, ale podle zvoleného Zebiicku, kterym je GeneRuler 100 bp Plus DNA
ladder, je velikost amplikonu 400-500 bp. Negativni kontrola (NC), tedy reakce, ktera
byla nastavena bez templatu potvrzuje, ze zadny ze vzorkii nebyl kontaminovan cizi

DNA.

100 bp
DNA NC nph3 Col-0
marker

Obr. 21 Vizualizace produkti end-point PCR reakce agarosovou
elektroforézou. Pro referenci velikosti amplikoni byl pouzit marker
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. Amplikon mizeme pozorovat
pouze Vv pripadg, kdy byla pouzita gDNA nph3 mutanta jako templat,
kdezto v pfipadé gDNA divokého typu nebyl fragment amplifikovan. Byla
potvrzena ptitomnost T-DNA insertu. Velikosti fragmentti u markeru
jsou uvedeny v bp.
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Jelikoz byla velikost fragmentu vét$i, nez bylo ocekavano, vzorek byl odeslan
na sekvenaci s pfimym i zpétnym primerem. Vysledky byla potvrzena pfitomnost T-DNA
insertu v genomové DNA (Obr. 22, S1, S2). Bylo vsak také zjisténo, Ze se mezi T-DNA
insertem a flanking sequence nachazi usek o velikosti 90 bp. Tento fragment byl

naslednou analyzou pfifazen tiseku 5"UTR oblasti genu.

5 15 25 35 45 55
sekvenace ~ ~on TMGCATT
genom = se-mmmmmem —emeeeoo o GGATTTTG CCGATTTCGG AACCACCATC AAACAGGATT
KOneC e e e e s e

sl bmsol | sl leacs | macslsacdl] wame sl cmodl [nesel] manabsas]

65 75 85 95 105 115
sekvenace TTCGC~TGCT GGGGCAA~CC AGCGTGGACC GCTTGCTGCA ACTCTCTCAG GGCCAGGCGG
genom TTCGCCTGCT GGGGCAAACC AGCGTGGACC GCTTGCTGCA ACTCTCTCAG GGCCAGGCGG
KONBC ~ mmmm e e e e s e

sooellenasll sosalleacill sacollonodll aassllsasll ssaalboosll asmslloasa
125 135 145 155 165 175
sekvenace TGAAGGGCAA TCAGCTGTTG CCCGTCTCAC TGGTGAAAAG AAAAACCACC CCAGTACATT
genom TGAAGGGCAA TCAGCTGTTG CCCGTCTCAC TGGTGAAAAG AAAAACCACC CCAGTACATT
KONBC mmm e e e s e
e e e e e B e e [ e e [ e
185 195 205 215 225 235
sekvenace AAAAACGTCC GCAATGTGTT ATTAAGTTGT CTAAGCGTCA ATTTGTCAAT TTGTTGCCCG
genom AAAAACGTCC GCAATGTGTT ATTAAGTTGT CTAAGCGTCA ATTTGT~wmnn ~mnTTACACC
konec = @ m-eeemmeee aeeeeeooo ~
e [ | s lomo| | el loeal [ msn] el |oncal lossal | anos) kel
245 S 265 275 285 295
sekvenace ACAATTCATG TAT(JTCACAC TCTCTCTCTT CTCTGTTCTT ACTACTCTGT TACAT-TACC
genom ACAAT~~~A TATC
konec rorsrssnarnsrsrses arorsefTCACAC TCTCTCTCTT CTCTGTTCTT ACTACTCTGT TACAT-TACC
el lomenl [ anool leaeal [ mseallanne] | oasel ksesl | msed [ecell aase sl
305 315 325 335 345 355
sekvenace ACCAACTCAA GACTTTCTTC CACAATGGC- GTTTATGAGA CTTGGCTCCA AATCCGAAGC
genom TGCC AATCCGAAGC
konec ACCAACTCAA GACTTTCTTC CACAATGGC- GTTTATGAGA CTTGGC---- ----------
recnllemonll samallonadl] camallansall cacallonsall sacnllssssll candlisasal
365 375 385 395 405 415
sekvenace TTTCCATCGT GAAGGCCAAA CCTGGTATTC TTTCTTCTGC ATTGAATTAG ACTAATCGAC
genom TTTCCATCGT GAAGGCCAAA CCTGGTATTC TTTCTTCTGC ATTGAATTAG ACTAATCGAC
konec @ feemmmmmm e e e e e e
e e B | |
425 435 445 455
sekvenace TTATAAGTCT TTGTTTCCGG TTTCGRAAAT CGAATTAAC
genom TTATAAGTCT TTGTTTCCGG TTTCGAGATC GAATT----
konec = @ femememmmmmm e e e

Obr. 22 Vysledek sekvenace podle ptimého primeru AtLBb1.3n a jeho vizualizace,
ktera byla provedena prostiednictvim programu BioEdit. Od 255 po 345 pozici
nesouhlasi o¢ekavana sekvence amplikonu z genomu s vysledkem sekvenace. Bylo
zjiSténo, ze nukleotidova sekvence této ¢asti souhlasi s oblasti v 5"UTR konci genu
(Cerveng). Vysledek ale opét potvrzuje pfitomnost T-DNA insertu v gDNA nph3
mutanta. Cast sekvence T-DNA inserce je znazornéna Zlutou barvou a flanking
sequence je ohranicena rizove.
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4.3 Oveéieni funk¢nosti T-DNA insertu

Ze semenacku A. thaliana divokého typu i nph3 mutanta byla izolovana RNA, ktera byla
precisténa a piepsana do CDNA. Dale byla nastavena end-point PCR reakce s témito
dvéma templaty a také s genomovou DNA z FTA karet. Byla opét pouzita Taqg DNA
polymerasa a vysledek byl vizualizovan elektroforézou (3% gel, 75 minut pii 90 V). Byl
pouzit piimy primer AtLBb1.3n, ktery nasedal na T-DNA a zpétny primer
At5g03250_RP nasedajici v oblasti prvniho exonu. Pfedpoklddana velikost amplikonu
v gDNA byla 676 bp a v cDNA 376 bp (Obr. 23).

Col-0 Col-0 Col-0 nph3 nph3 nph3
50 bp gDNA RNA cDNA gDNA RNA cDNA NC

Obr. 23 Vysledek end-point PCR reakce a jeho vizualizace
agarosovou elektroforézou. Pro referenci velikosti bandl byl pouzit
HyperLadder™ 50 bp. Fragment byl amplifikovan pouze u genomové
DNA nph3 mutanta, coz znamena, Ze nebyl potvrzen vyskyt T-DNA
insertu v exonu. Velikosti bandi u markeru jsou uvedeny v bp.
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Uspé&snost piepisu cDNA byla ovéiena amplifikaci s primery pro housekeeping gen
aktin (pfimy piimer: ARAactfw, zpétny primer: ARAactrev) (neni soucasti prace).
Fragment byl amplifikovan pouze u genomové DNA nph3 mutanta a jeho velikost byla
700-800 bp. U cDNA nph3 mutanta ale fragment detekovan nebyl, coZ naznacuje, Ze
pfedpokladany model vyskytu T-DNA je chybny. Tato informace souhlasi také
s vysledkem Sangerovy sekvenace, diky které bylo zjisténo, Ze se mezi sekvenci T-DNA
a flanking sequence nachazi usek o velikosti 90 bp, ktery byl ptifazen sekvenci v 5"UTR
oblasti genu. Bylo navrzeno nové schéma, které ukazuje, Ze se insert nachazi v oblasti

5'UTR konce (Obr. 24). Bylo také potvrzeno, ze predikce prvniho modelu genu je

4 4
spravna.
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Obr. 24 Schéma znazorfiujici druhou predikei vyskytu T-DNA insertu. (A) Bylo zjisténo, Ze se insert
nevyskytuje v prvnim exonu, ale mohl by byr pfitomen v 5"UTR oblasti. (B) Rekonstrukce modelu 1
s predikci vyskytu T-DNA insertu. T-DNA insert je ohrani¢en kratkymi sekvencemi, které funguji jako
leva a prava hranice. Jsou také zobrazeny také regulacni sekvence v T-DNA inserci. Schéma bylo

vytvoreno v programu SnapGene.
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4.4 Vliv modrého svétla na rostliny

4.4.1 Vysledky fenotypové analyzy rustu Arabidopsis pod modrym svétlem
Prvni experiment (Obr. 25 A, Tab. S3, S4) byl proveden s mutantnimi semeny Col-O0,
nph3 a dvojitym mutantem cryl, cry2. Pii experimentu bylo na misky vyseto vzdy 15
semen na kazdou podminku, tedy miru intenzity modrého svétla. Hypokotyly rostlin
ekotypu Col-0 byly pii podminkach s nejnizsi intenzitou modrého svétla dlouhé a svétlé.
Byl u nich pozorovan apikalni hacek a délozni listky nebyly rozvinuté. V podminkach
s vysokou intenzitou byl hypokotyl kratky a délozni listky byly rozvinuté a zelené. Podle
Boyes et al. (2001), se tyto semenacky nachazely ve vyvojovém stadiu 0,7 nebo 1. Udaje,
které jsou uvedeny v publikaci, také odpovidaji dob¢ rastu rostlin. Pro Arabidopsis, které
rostou ve tm¢, zfejme neexistuje popis jejich vyvojovych stadii. Rostliny nph3 mutanta
na svételné podminky reagovaly stejné, jako divoky typ, tedy pfi nizkych intenzitach byly
dlouhé a nezelené, a pii nizké intenzité byly kratké a zelené. Mutantni semena cryl,2
m¢ély stejny fenotypovy projev ve vSech podminkach. Jejich hypokotyly byly prodlouzené
a svétlé. Na miskach byla také semena genotypu GK-290E08. Jedna se o genotyp
s knock-down mutaci genu At1g65480. Tento gen ovliviiuje kveteni rostlin a mél byt
pouzit jako pozitivni kontrola podle Jing et al. (2017). Bohuzel tato semena velmi $patné
kli¢ila, a proto byla dale z experimentu vyloucena. Vysledky byly vynaty z finalniho
hodnoceni, jelikoZ jsou statisticky nevyznamné.

V piipadé druhého nastaveni experimentu (Obr. 25 B, Tab. S5, S6) bylo pouzito vice
semen, byla nastavena jest¢ jedna svételna podminka, kterou byla maximalni intenzita
BL. Také byla pfidana semena single mutant genu cryl a cry2. Rostliny Col-0, nph3 a
cryl,2 se chovala stejné jako v piipadé prvniho experimentu. Mutantni semena cryl
sledovala stejny trend jako dvojity mutant, kdezto rostliny cry2 se chovaly podobné, jako
divoky typ. Pii nejvyssi intenzit¢ modrého svétla byly také sledovany zkracené
hypokotyly mutanta cryl a dvojitého mutanta cryl,2. Pti tomto druhém experimentu bylo

vzdy vyseto pro jednu svételnou podminku 150 semen od genotypu.
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Obr. 25 Kiivky zaznamenavajici vysledky experimentd, kdy byly rostliny Arabidopsis
vystaveny modrému svétlu o riizné intenzité. A. Prvni provedeni experimentu, ve kterém bylo
pouzito méné semen a pouze tfi genotypy. B. U druhého provedeni experimentu byly pouzity
dalsi dva genotypy, byla nastavena jesSt¢ jedna svételna podminka a bylo pouzito vice semen.
Grafy byly sestaveny v programu Graphpad Prism 9.
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4.4.2 Fototropicky experiment
Pro experiment bylo pouzito 36 semen genotypu Col-0, nph3, cryl1,2 i photl,2. Rostliny
genotypt Col-0, nph3 a cryl,2 ohybaly vrchni ¢ast hypokotylu smérem ke zdroji modrého
svétla. U rostlin dvojitého mutanta photl,2 nebyla tato odpovéd’ pozorovana. (Obr. 26 A,
Tab. S7).

Druhy experiment byl nastaven obdobné a na misky bylo vyseto 120 semen kazdého
genotypu. Rostliny se v danych podminkach chovaly stejné jako v prvnim provedeni
(Obr. 26 B, Tab. S8).
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Obr. 26 Krabicové grafy znazorfiujici miru ohybu
hypokotylt pii fototropickém experimentu. A. Prvni
provedeni experimentu s méné jedinci. B. Druhé
provedeni experimentu s vice jedinci. Grafy byly
sestaveny v programu Graphpad Prism 9.
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4.5 Statisticka analyza

Byla provedena statisticka analyza vysledka fototropického experimentu, aby bylo
ziejmé, zda je, Ci neni signifikantni rozdil mezi fototropickou odezvou rostlin
jednotlivych genotypd. Nékteré rostliny jiz pfi riistu ve tmé po impulzu bilého svétla
nerostly pfimo vzhtru. I kdyz se nésledné ohybaly za svétlem, uhel ohybu byl jiz
zkresleny, a proto byly hodnoty vylouceny. Do analyzy také nebyly zahrnuty hodnoty
uhlu ohybu rostlin, které byly nejvice vzdalené od zdroje modrého svétla. K t€émto
jedinciim dosahovalo modré svétlo o velmi nizké intenzité a nedoslo k takovému ohybu,
jako u téch, kteti byli blize zdroji svétla. Kostka, tedy zafizeni, ve kterém byl experiment
proveden, byla pouZzita poprvé a metoda nebyla zcela optimalizovéana. Z tohoto ditvodu
experiment ptinesl mnoho odlehlych vysledkd.

Po zméfeni tthlu ohybu hypokotylti byly vysledky analyzovany pomoci programu
Graphpad Prism 9. Byly vytvoteny histogramy ukazujici frekvenc¢ni distribuci vysledkt
(Obr. 27 A a B) a hodnoty toho rozmezi, které bylo obsazeno malo byly z analyzy
vylouceny.

Naésledné byla provedena jednosmérné anova, v ramci které byl programem vypocitan
Brown-Forsythe test a Barlettiiv test. Vysledky jsou graficky znazornény ve vyslednych
krabicovych grafech (26 A a B).
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Obr. 27 Frekvenéni distribuce vysledktt prvniho (A) a druhého (B) provedeni
fototropického experimentu. Graf ukazuje zastoupeni ziskanych hodnot v urcitych
rozmezich. Vysledky z malo zastoupenych oblasti byly nasledné z experimentu vyfazeny.
Osa X vyjadfuje hodnoty thlu ohybu hypokotyld u jednotlivych genotypt. Graf byl
sestaven v programu Graphpad Prism 9.
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5 DISKUZE

Jednim z kandidatnich gena pro polozakrslé vysokoplodici variety so6ji lustinaté je gen
Glyma.13g221200, ktery koduje protein z NPH3 (non-phototropic hypokotyl 3) rodiny
(SkrabiSova, nepublikované vysledky). Pro ovéfeni piedpokladané funkce tohoto
proteinu a jeho roli u polozakrslych vysokoplodicich variet by bylo vhodné funkéné
charakterizovat loss/gain-of-function mutanta tohoto genu Vv so6ji. V dostupnych
kolekcich mutantt Glycine max (Bolon et al., 2011, Espina et al., 2018) vsak neni nph3
mutant k dispozici. Proto bylo ovéfeni funkce NPH3 proteinu navrzeno pro dostupného
loss-of-function mutanta modelového organismu, v tomto piipadé Arabidopsis thaliana
z kolekce Salk, ktera je dostupna v databazi SIGnAL (http://signal.salk.edu/). Byla
provedena analyza aminokyselinové sekvence tohoto proteinu pomoci nastroje BLAST.
Vysledky poukazaly na At5g03250, ktery mél nejvyssi hodnotu skore a jehoz E hodnota
byla limitni nule. Tento protein je soucasti NPH3 rodiny, jejiz zastupci jsou zapojeni
v mechanismu fototropické odpovédi rostlin pii pusobeni modrého svétla.
Fototropismem se rozumi asymetricky rast, kdy rostliny umist'uji své vegetativni organy
tak, aby nebyly ve stinu (Goyal et al., 2016). Polozakrslé vysokoplodici variety jsou
specifické prave tim, Ze prosperuji nejlépe, kdyz jsou sazeny v blizkém uspotadani, coz
ale znamena Ze na sebe jednotlivé rostliny stini (Cooper, 1985).

Byla proto studovana odpovéd’ nékolika genotypu Arabidopsis thaliana na modré
svétlo. Nejprve byl zkouman rist pii rizné intenzité modrého svétla, kde byly sledovany
rozdily délek hypokotylt. Hypokotyly ekotypu Columbia-0 mély ve tmé a pii nizké
intenzit¢ modrého svétla prodlouzené hypokotyly, kdezto se stoupajici svételnou
intenzitou byly zkracovany a také byly rozvijeny dé¢lozni listky. Tato odpoveéd je
v Arabidopsis pii ptisobeni pouze modrého svétla zprostiedkovana kryptochromy (Lin et
al., 1998).

Proto byli do experimentu zafazeni také mutanti cryl,2, cryl a cry2. Mutanti cryl,2
vykazovali stejny fenotyp ve vsech podminkach. Absence odpovédi téchto proteinti tedy
potvrzuje, ze zadny jiny fotoreceptor nema piimy vliv na inhibici rastu hypokotylu pfi
ozafeni modrym svétlem (Ahmad et al., 2002). Efekt Cryl a Cry2 ale musi byt jiny,
jelikoZ byl pozorovan rozdil ve fenotypové odezvé mutantd, ktefi méli z funkce vyfazen
pouze jeden ztéchto proteinl. Pfi vysoké intenzit€¢ modrého svétla totiz zpusobuje

inhibici hypokotylu zejména Cryl (Poppe et al., 2001). Funkce Cry2 je na druhou stranu
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pfi fotomorfogenezi mladych rostlin omezena pouze na nizkou intenzitu modrého svétla
(Linetal., 1998).

Hypokotyly nph3 mutanta byly stejné, jako v piipadé Col-0 prodlouzené ve tmé a pii
nizké intenzit¢ modrého svétla, kdezto pii intenzitdch vyssich byly hypokotyly kratké.
NPH3 je sice zapojen jako prenaSe¢ signalu v odpovédi rostlin na modré svétlo, ale
interaguje zejména s fototropiny, specificky sPhotl (Pedmale & Liscum, 2007).
Fototropiny i kryptochromy jsou fotoreceptory, které absorbuji modré svétlo, ale jsou
zapojeny V rozdilnych mechanismech rostlin, které zajist'uji jejich Zivotaschopnost. Na
zakladé ziskanych vysledkt tedy mtizeme usoudit, ze NPH3 neni zapojen v signalni draze
kryptochromd, a proto v pfipad¢ tohoto experimentu nebyl pozorovan signifikantni rozdil
chovani nph3 mutanta oproti Col-0.

Dale byla zkoumana fototropickd odpovéd’ rostlin, kde byl sledovan ohyb hypokotyli
rostlin smérem ke zdroji modrého svétla. Kryptochromy nejsou piimo zapojeny ve
fototropickém mechanismu rostlin, proto u mutantd, kde byla jejich funkce vytazena
nebyl sledovéan rozdil oproti odpovédi divokého typu, kdy se rostliny obou genotypii
ohybaly smérem k modrému svétlu. Christie & Briggs (2002) ve svém vyzkumu také
sledovali ohyb hypokotylii smérem k modrému svétlu u cryl,2 mutantd a nepotvrdili
ucast kryptochromti pii fototropické odezvé. Na druhou stranu bylo potvrzeno, ze
kryptochromy fyzicky interaguji s fytochromy a mtizou tak ovliviiovat fototopropickou
odezvu rostlin (Ahmad et al., 1998).

U mutanti phot1,2 pokracoval rist hypokotylti smérem vzhiru, i kdyz byly vystaveny
pouze modrému svétlu ze strany, jelikoz prave tyto fotoreceptory jsou zodpovédné za
fototropickou odpovéd’ (Briggs & Christie, 2002).

Mutantni rostliny, které postradaly funkci proteinu NPH3 vykazovaly normalni
fototropickou odezvu stejné jako Col-0. Pedmale & Liscum (2007) vSak uvadi, ze NPH3
je zapojen ve fototropické signalizaci prostfednictvim Photl. NPH3 je ve tmé
fosforylovany a k jeho rapidni defosforylaci dochazi vlivem fotoaktivace Phot1 (Pedmale
& Liscum, 2007).

JelikoZ nebyla pozorovana odlisna odpovéd’ nph3 mutanta oproti rostlindm divokého
typu u Arabidopsis thaliana, gen Gylma.139221200 nebyl t€émito experimenty potvrzen
jako kandidat pro polozakrslé vysokoplodici variety, na druhou stranu ale ani z moznych
kandidati nebyl vyloucen. Jednim z diivodl, pro¢ nebyl pozorovan zadny statisticky
vyznamny odklon od fyziologickych hodnot Col-0, mtze byt vliv epistatického efektu
podobnych gentt NRL rodiny, ktera zahrnuje celkem 33 nph3-like genti v¢etné nph3
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(Pedmale et al., 2010). Experimenty byly provadény s mutantem, u kterého byl vytazen
z funkce pouze jeden gen této velké rodiny a je mozné, ze pii jeho knock-downu mohou
tuto funkci zastoupit jiné podobné geny (Kuusk et al., 2006; Kafri et al., 2009).

Experimenty v této praci byly provadény s rannym vyvojovym stadiem semenacku
kvtli uspote Casu i materidlu ktery byl pro tyto experimenty potfebny, a je nutno vzit
V potaz, ze nph3 gen v nich nemusi byt exprimovan. Je mozné, ze k expresi genu dochazi
az u vyvinutéjSich semenacki, anebo je gen prepisovan v jinych rostlinnych organech,
které se vyviji v pozdéjsim stadiu rastu Arabidopsis. Pro ovéfeni této hypotézy by bylo
vhodné zmétit miru exprese nph3-like genti divokého typu v porovnani s nph3 mutantem.

Je dulezité se také zamyslet, zda je Arabidopsis thaliana vhodnou modelovou rostlinou
samo o sob¢ mize komplikovat reverzni genetické ptistupy slouzici k pochopeni funkce
gent (Shoemaker et al., 2006). Modelova rostlina Arabidopsis thaliana byla zvolena,
jelikoz se jedna o jediny model, u kterého byl nph3 mutant dostupny. U Arabidopsis je
také velmi dobfe prozkoumand svételna signalizace, fototropické odpovédi a
fotoreceptorové proteiny (Goyal et al., 2016; Paik & Hug, 2019).

Alternativni metodu studia funkce NPH3 u s6ji by bylo napiiklad umléeni gent
pomoci RNAIi ¢i CRISPR, pomoci které by byl zajistén knock-down ¢i knock-out vice

genl najednou.
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6. ZAVER

V této praci byla vypracovana literarni reserSe zabyvajici se genetickym pozadim
polozakrslych vysokoplodicich variet s6ji lustinaté v souvislosti s funkci NPH3 proteinu,
ktery je kodovan kandidatnim genem uréenym pro tyto variety. Dale je teoreticka cast
vénovana mechanismim, pomoci kterych jsou rostliny schopné vnimat svétlo a stinné
podminky.

V experimentalni ¢asti byla pomoci bioinformatickych nastroji zkoumana missense
mutace v genu Glyma.13g221200, ktera vede ke zmén¢ aminokyseliny v proteinu NPH3
a je pro polozakrslé vysokoplodici variety specifickd. Byl také uréen homolog v genomu
A. thaliana, kterym je gen At5g03250 kodujici NPH3 protein. Nasledné byl vybran
vhodny mutantni genotyp s T-DNA inserci pravé v tomto genu, diky které je NPH3
protein nefunkéni. Molekularné biologickymi metodami byl u komeréné ziskanych
semen Arabidopsis ovéfen vyskyt a funkénost mutageneze.

Aby byla zjisténa funkce NPH3 proteinu, byly provedeny experimenty, kterymi byla
sledovana odpovéd’ rostlin na vliv modrého svétla. Nejprve byla zkoumana inhibice ristu
hypokotyli pifi razné intenzit¢ modrého svétla. Dale byl proveden fototropicky
experiment, pii kterém byl sledovan ohyb rostlin smérem ke zdroji modrého svétla.
Odpovéd rostlin nph3 mutanta byla srovnana s divokym typem (Col-0) a dal$imi loss-of-
function mutanty rostlinnych fotoreceptord.

Provedenymi experimenty na nph3 mutantovi Arabidopsis thaliana nebyl potvrzen
kandidatni gen pro polozakrslé vysokoplodici variety s6ji lustinaté, ale nebyl z kandidata
ani vylouéen. Byly diskutovany budouci experimenty pro dodate¢nou charakterizaci
mutanta nph3 svizi objasnit roli NPH3 u fenotypu polozakrslych vysokoplodicich

genotypt sdji i alternativni feSeni mimo tohoto mutanta.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

5'UTR 5" untranslated region (5" netranslatovana oblast)

AMK aminokyselina

APB Aktivni fytochromova vazebna doména

BL Modré svétlo

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Base pair (paru bazi)

BTB N-termindlni doména se strukturami zinkového prstu

CCE Kryptochromova C-terminalni extenze

cDNA Komplementarni DNA

CO Transkripéni faktor CONSTANS

CO2 Oxid uhlicity

Col-0 Ekotyp Arabidopsis Colombia-0

CRISPR segmenty nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych
palindromickych repetic

Cryl Kryptochrom 1

Cry2 Kryptochrom 2

Cry3 Kryptochrom 3

D Determinate stem = ukonceny stonek

dNTP Deoxyribonukleosidtrifosfat

Dtl Determinate stem 1 (ukonceny fenotyp stonku 1)

El Gen ovlivilyjici zralost 1

EEE Excess excitation energy (ptebytecna excitacni energie)

EMS Ethyl methansulfonat

FAD Flavinadenindinukleotid

FMN Flavinmononukleotid

FR Vzdalené cervené svétlo

FT Flowering locus T

FT2b Flowering locus 2b (lokus kveteni 2b)

FTA Flinders Technology Associates

FW Forward (pfimy primer)

gDNA Genomova DNA

GmCOL1 Ortolog transkripéniho faktoru CONSTANS u s0ji
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GmFT5a Ortolog genu flowering locus T u soji

GRIN Germplasm Resources Information Network

GWAS Genome-wide associaton study

HY4 Long hypocotyl 4 (dlouhy hypokotyl 4)

J Juvenile

LED Light-Emitting Diode

LOV Light oxygen voltage doména (proteinova doména regulovana

svétlem, kyslikem a napétim)

MEGA Molecular Evolutionary Genetic Analysis

MG Maturity group (tfida zralosti)

MRNA Mediatorova RNA

MTHF 5,10-methylhydrofolat

N Indeterminate stem = popinavy stonek

NASC Nottingham Arabidopsis Stock Centre

NC Negativni kontrola

nphl Non-phototropic hypocotyl 1

NPH3 Non-phototropic hypocotyl 3

npll Non-phototropic hypocotyl-like 1

NRL NPH3/RPT2-like proteinova rodina

PCR Polymerase chain reaction (polymerasova fetézova reakce)
Pfr FR-absorbujici forma fytochromu

Photl Fototropin 1

Phot2 Fototropin 2

Phy A-E Fytochrom A-E

Pl Plant introduction

PIF Phytochrome-interacting trascription factors (transkripéni faktory

interagujici s fytochromy)

PIN Sekundérni pfenase¢ auxinu

PKS4 Fytochrom kinasovy substrat 4

POZ Pox virus and zinc finger

PP1 Protein-fosfatasa 1

PPFD fotosynteticka hustota fotonového toku
Pr R-absorbujici forma fytochromu
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PRH

R

REV
Rht
RNAI
RPT2

S

SAS
sd-1
SIGnAL
SNP

TAIR
Taq
T-DNA
TFL1
USDA

UV-A
uv-B
UVRS
VIGS

Photolyase homologous region (region homologni k sekvenci
fotolyas)

Cervené svétlo

Reverse (zpetny primer)

Reduced height-1

RNA interference

Root phototropism 2

Semideterminate stem = polopopinavy stonek

Shade avoidance syndrom (syndrom vyhybani se stinu)
Semi-dwarf 1

Salk Institute Genomic Analysis Laboratory

Single  nucleotide  polymorphism =  jednonukleotidovy
polymorfismus

The Arabidopsis Information Resource

Thermus aquaticus

Transferova DNA

Terminal flower 1 protein

United States Department of Agliculture = Americké ministerstvo
zemedélstvi

Ultrafialové zateni A

Ultrafialové zateni B

Receptor ultrafialového zateni B

Umlceni genli vyvolané viry
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Ptiloha 2: Vysledky Sangerovy sekvenace

Ptiloha 3: Tabulky s vysledky experimentd, kde byl zkoumén vliv modrého svétla na rist
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